Caracterización de una UDPG-dh (UDP-Glucosa deshidrogenasa) de "Xanthomonas albilineans" y su papel en la patogenicidad by Blanch Rojo, María
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS
TESIS DOCTORAL
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
 PRESENTADA POR 
 María Blanch Rojo
DIRECTORES:
Carlos  Vicente Córdoba
 María Estrella Legaz González
Madrid, 2015
© María Blanch Rojo, 2007
Caracterización de una UDPG-dh (UDP-Glucosa 
deshidrogenasa) de "Xanthomonas albilineans" y su papel 
en la patogenicidad 
 Departamento de Biología Vegetal I (Fisiología Vegetal I)
RS DADCOM PLUT
5 3 2 5 6 2 8 6 )
SE
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID  
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÔGICAS 
DPTO. DE BIOLOGIA VEGETAL I  
(CÂTEDRA DE FISIOLOGIA VEGETAL)
T-SSU. 2
BLA
CARACTERIZACION DE UNA UDPG-dh (UDP-GLUCOSA 
DESHIDROGENASA) DE Xanthom onas albilineans  Y SU PAPEL
EN LA PATOGENICIDAD.
TESIS DOCTORAL
MARIA BLANCH ROJO 
MADRID, 2007

M ARIA BLANCH ROJO
CARACTERIZACION DE UNA UDPG-dh (UDP-GLUCOSA 
DESHIDROGENASA) DE Xanthom onas albilineans Y SU PAPEL
EN LA PATOGENICIDAD
Directe res
Prof. Dr. Carlos Vicente Cordoba
Catedratico de Fisioiogia Vegetal de la Facultad de Clenclas
Blologlcas
Prof.Dra. D=. Maria Estrella Legaz Gonzalez
Catedratica de FIslologia Vegetal de la Facultad de Clenclas
Blologlcas
Unlversldad Complutense de Madrid 
Facultad de Clenclas Blologlcas 
Dpto. Blologia Vegetal I  
(Catedra de FIslologia Vegetal I )  
Madrid, 2007

Todo este trabajo ha podido llegar a su fin gracias a un numeroso grupo de 
personas que han estado a mi lado durante todo este tiempo.
En primer lugar debo agradecer de manera muy especial la ayuda brindada 
por el Prof. Dr. D Carlos Vicente Cordoba, Catedratico de Fisioiogia Vegetal de esta 
Facultad de Biologia. Sin el hubiese sido imposible el poder llegar a finalizar este 
trabajo. La constancia y paciencia que ha mostrado tener durante todo este tiempo 
conmigo ha sido indispensable para poder llegar hasta aqui. Su forma de ser, el 
carl no y la dedicacion mostrada a lo largo de este tiempo hace que sea un orgullo 
haber podido trabajar con el.
Quisiera también mostrar mi mas sincere agradecimiento a mi codirectora de 
tesis la Prof. Dra. Maria Estrella Legaz, Catedratica de Fisioiogia Vegetal de esta 
Facultad de Biologia. El tiempo compartido, las horas de dedicacion que ha pasado 
conmigo y todas las vivencias que me ha transmitido las cuales me han servido para 
formarme no solo en el ambito de la investigaciôn sino también en mi vida personal, 
han sido fondamentales. Sus animos y el cariho transmitido han sido de gran ayuda 
para poder afrontar las dificultades que durante este tiempo me han surgido.
De todo corazôn os doy las gracias por todo lo que me habéis ayudado, lo que 
he podido aprender a vuestro lado y el aprecio que he recibido por vuestra parte 
durante todo este tiempo ha hecho que os sienta como de mi propia familia.
La realizaciôn de esta tesis ha contado con la colaboraciôn de varios 
investigadores cubanos de los que me gustana mencionar; de manera especial al 
Prof. Dr. D. Roberto de Armas y al Ing. Agr. D. Carlos W. Rodnguez. Sus estancias 
en el laboratorio me han servido de mucho en la puesta a punto de diverses 
metodologias aplicadas en este trabajo.
Quisiera agradecer al Dr. Miguel Vicente-Manzanares por la ayuda prestada en 
la secuenciaciôn del extreme N-terminal de la enzima UDPG-deshidrogenasa asi 
como a la Prof. Dra. D^ Maria Teresa Solas por su ayuda en lo referente a la 
microscopia que ha sido de especial utilidad en este trabajo.
Asimismo, quiero agradecer la ayuda prestada por D. Agustin Legaz, su 
dedicacion e ingenio al disenar una prensa que me ha permitido poder extraer los 
jugos de la caha de azücar, tan importantes en la realizaciôn de esta tesis.
Quisiera agradecer a mis compareras de laboratorio los momentos vividos 
durante todo este tiempo. Rocio, Ana, Blanca, Mercedes, Mara y Yolanda. El di'a a dia 
con ellas me ha servido para poder com partir conocimientos y una buena amistad. 
Mis agradecimientos se extienden a los Profesores Drs. Adolfo Âvalos y Elena Pérez- 
Urria, al Prof. Dr. Jésus Pala-Paul, Mayte, David y Raquel que de una u otra forma 
tanto me han ayudado durante todos estos anos.
La impecable asistencia técnica de Bernabé Bodas y Juan José Grajera en el 
mantenimiento y puesta a punto de los aparatos de Electroforesis Capilar, me ha 
permitido el poder llevar a cabo parte de esta investigaciôn.
La ayuda del equipo del Taller Mecanico de la Universidad Complutense, 
dirigido por Florentino Zapatera y el equipo de jardineros del Real Jardin Botanico 
Alfonso XII, que han hecho posible que podamos investigar con la caha de azücar 
crecida en el invernadero.
A Fernando por aceptarme tal y como soy. Por quererme como me quiere y 
ayudarme de manera incondicional siempre que lo necesito. Es una suerte el poder 
compartir mi vida con él.
Por ultimo quiero dar las gracias a mis amigos, y familia, en concrete a mis 
padres por darmelo todo, por quererme tanto y estar siempre a mi lado. Sin su 
ayuda hoy no estaria aqui.
Muchas gracias a todos.
Abreviaturas
AM Pc Adenosin 3 '-5  '-monofosfato ciclico
CVC Clorosis variegada de los citricos
DHAP dihidroxiacetona-fosfato
EPS Pollsacarldos extracelulares
FDA Food and Drug Administration
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HMMC Carbohidratos solubles de alto peso molecular
HMMG Glicoproteinas de alto peso molecular
MAL Acido malico
MMMC Carbohidratos solubles de mediano peso molecular
MMMG Glicoproteinas de mediano peso molecular
OAA Acido oxalacético
PA Acido piruvico
PEP acido fosfoenolpiruvico
PGA Acido 3-fosfoglicérico
PKS Proteina quinasa multifuncional
SOS Dodecil sulfato sodico
TRIS Tris-hidroximetil-aminometano
TTAOH Hidroxido de tetradeciltrimetilamonio
UDPG Uridina difosfoglucosa
UDPG-dh Uridina difosfoglucosa deshidrogenasa
UDP-GIcA Uridina difosfo acido glucuronico
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1. INTRODUCCION

Introducciôn
1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA CANA DE AZUCAR.
La cana de azûcar {Saccharum spp.) es uno de los cultives mas antiguos en el 
mundo. Se cree que empezô hace unes 3.000 anos en la isla de Nueva Guinea. El 
azûcar y la cana de azûcar se mencionan en antiguos textes mitolôgicos y poéticos 
indios entre los anos 100 y 800 a. C. y en textes legislatives entre 200 a. C. y 200 d. 
C. Probablemente se introdujo en China airededor del aho 100 a. C. (Mora, 1998). El 
proceso de obtenciôn del azûcar se conoce en la India tan temprano como en el 
3.000 a. C. Una leyenda local en las Islas de Salomon dice que los antepasados de la 
raza humana se generaron de un tallo de cana de azûcar. Una corona hecha de cana 
de azûcar se describe en el Atharvaveda, libro sagrado de los hindûes, escrito 
aproximadamente 800 a. C. El general griego Niarchos, quien acompahô a Alejandro 
el Grande a la India en el IV siglo a. C. cuenta de una cana que produjo "m iel"' sin la 
ayuda de las abejas.
Los egipcios de los tiempos faraônicos ya sabian extraer azûcar de la cana, 
pero de baja calidad. Con la expediciôn del rey Dano de Persia al valle del Indo (500 
a.C.), los persas descubrieron la cana de azûcar y se mantuvieron como expertos 
durante siglos. Tras el prensado de la cana, se filtran los jugos para eliminar las 
impurezas que contienen, se someten a un proceso de evaporaciôn para lograr la 
concentraciôn adecuada, se cuece la miel résultante y se separan los cristales de 
azûcar de las mieles sobrantes. El prim itive proceso de transformaciôn requena 
grandes cantidades de leha y produjo importantes deforestaciones. El término 
trapiche dériva del latin trapettum, denominaciôn que se daba a los antiguos molinos 
de aceitunas (Ramos, 1995).
La cana de azûcar que actualmente se cultiva es un hibrido muy complejo de 
dos 0 mas de las cinco especies del género Saccharum \ S. barberi, S. officinarum, S. 
robustum, S. sinense y S. spontaneum. Muchas de estas especies sufrieron 
cruzamientos naturaies, originando un género muy diverse.
Estudios realizados por investigadores sobre el origen de la cana de azûcar, 
reportan y concuerdan que S. spontaneum, S. sinense y S. barberi se désarroi la ron 
en el area de Birmanie, China, e India en el Asia meridional. Las formas 
relativamente jugosas de las dos ûltimas especies fueron utilizadas en los comienzos 
del cultivo y procesamiento de la cana de azûcar en la India y China.
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Cuando dichas especies se extendieron a otras regiones sufrieron de alguna 
forma diversos cruzamientos con otras gramineas apareciendo, las especies 
robustum  y officcinarum  en las islas del sureste de Indonesia, y en el area de Nueva 
Guinea respectivamente.
La cana se extendiô de forma muy lenta, y llega al sur de Espaha 773 d. C. y 
Sicilia (950 d. C.). La ruta hacia el oeste continué y la cana llega a Madeira en 1420 
y a las Islas Canarias (Humbert, 1974).
Cristobal Colon introdujo la cana en America, en su segundo viaje (1493), en 
la Isla de La Espanola, canas que no prosperaron. Tan sôlo en 1501 fueron 
introducidas plantas que s\ crecieron. El éxito de las plantaciones de azûcar en Santo 
Domingo llevo a su cultivo a lo largo del Caribe y America del Sur (Martin y Lema, 
1994).
En la actualidad, el cultivo de cana de azûcar se encuentra entre los diez 
primeros cultivos empleados para la alimentacion humana. La cana de azûcar 
suministra, en primer lugar, sacarosa. También tiene aproximadamente 40 kg Tm"^ 
de melaza (materia prima para la fabricacion del ron) y también se pueden extraer 
unos 150 kg Tm'^ de bagazo (residuo obtenido tras la extraccion del jugo de la cana 
por cualquier medio, molino o prensa). Otros aprovechamientos de este cultivo son 
la obtenciôn de componentes alimenticios para animales, bebidas gaseosas, 
levaduras, papel, repostena, vinazas, ceras, fibra absorbante, etc (Lôpez- Bellido, 
2002).
Productos Cantidad,Tm
Azûcar (96% Pol) 11
1 Bagazo (50% humedad) 27.5
Miel final (88% sôlidos) 3.5
Cachaza (75% humedad) 2.5
Residuos agricolas 20
Tabla I .  Productos de procesamiento por cada 100 Tm de cana de azûcar (tallos limpios) 
(Casanova, 1982).
En la tabla que se muestra a continuaciôn se hace menciôn a algunos productos 
derivados de la cana de azûcar.
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Ppoducto Proceso Utilizaciôn
Q uim ico Biotecnolôgico
Azûcar X Industriaalimentaria
Glucosa X Ind. Alimentaria yfarmacéutica
Fructosa X Ind. Alimentaria y farmacéutica
Alcohol et il ICO X Combustible, bebidas, ind.quimica
Levaduras X Piensos, Panadena, Bebidas
L-Usina X Piensos y alimentos
Acido citrico X Ind. Alimentaria y farmacéutica
Acido làctico X Ind. Quimica y farmacéutica
Acido Acctico X Varias industrias
Acido oxdiico X Ind. Quimica y construcciones
Glutamato mono- X IndustriaNa alimentaria
Acetona y butanol X Industria quimica
Dextrana y X Agiutinante,
xantano espesante
Sorbitol y manitol X Ind. alimentaria y farmacéutica
Tabla I I .  Algunos derivados de los azùcares de la cana
A continuaciôn se représenta en la siguiente tabla los principales paises
productores de cana de azûcar durante el ano 2005,
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Brasil 420.121.0008.725.914
India 4.825.286 232.320.000
China 1.819.452 88.730.000
Toilandia 1.029.610 49.572.000
Pakistan 981.260 47.244.100
Mexico 937.277 45.126.500
Colombia 39.849.240827.669
Australia 794.369 38.246.000
643.870 31.000.000
EstadosUnidos de America 535.948 25.803.960
Indonesia 529.635 25.500.000
Suddfrica 451.230 21.725.100
400.861 19.300.000Argentina
Guatemala 373.860 18.000.000
Eqipto 16.335.000339.278
15.000.000Viet Nam 311.550
Cuba 259.625 12.500.00017
Venezuela, Rep Boliv de 182.776 8.800.000
Peru 147.467 7.100.000
Iran, Rep Isldmica de 135.005 6.500.00020
Sin simbolo = Cifra official 
F = Estimaci on de la RAO
* = Cifra extraoficial 
C = Cifra calculada
La produccion en Int $1000 han sido calculados basados en precios internacionales 1999 -2001
Tabla I I I :  Principales paises productores de cana de azûcar en el ano 2005.
1.2. ASPECTOS BOTÂNICOS: TAXONOMIA, MORFOLOGIA, 
CICLO BIOLÔGICO Y FISIOLOGIA.
La cana de azûcar pertenece a! género Saccharum L ,  tribu Andropogoneae y 
a la familia Poaceae. Esta tribu incluye especies de gramineas de distribucion tropical 
y subtropical entre las que se encuentran los géneros Sorghum y Zea. La taxonomia 
y filogenia de la cana de azûcar es complicada.
Introducciôn
Las plantas de las sels especies que componen este género son el resultado 
de procesos de hibridaciôn en los que participaron especies de los géneros Erianthus, 
Miscanthus, Narenga y Sclerostachya. El género Saccharum comprende sels especies: 
S. spontaneum, S. officinarum, S. robustum, S. eduie, S. barberi y S. sinense. 
Posiblemente S. officinarum  sea el resultado de procesos de hibridaciôn entre S. 
spontaneum, E. arundinaceus y M. sinensis fDanieis y Roach, 1987; D'Hont e t ai., 
1998).
En la actualidad existen multitud de cuitivares comerciaies de cana de azûcar, 
obtenidos mediante procesos de mejora genética con los que se intenta conseguir 
especies aitamente productivas y resistentes a enfermedades (Buil y Glasziou, 1979). 
La cana de azûcar es una graminea de distribucion tropical que se desarrolla a partir 
de estacas (semiiia vegetativa o reproducciôn asexual). La cana desarrolla dos tipos 
de tallos: el subterréneo y el aéreo; este ûltimo es el que almacena los azùcares. Los 
mûltiples tallos aéreos estan formados por una serie de nudos separados entre si por 
entrenudos. Después de la germinaciôn, la yema vegetativa terminai de cada tallo, 
da lugar a una serie de nudos cada uno de ios cuaies esté constituido por una yema 
vegetativa, uno o mas primordios radiculares y un anillo de crecimiento también 
iiamado meristemo intercalar.
Los entrenudos estan constituidos principalmente por tejido vascular y las 
células del parénquima de réserva donde se almacena la sacarosa. El tallo se 
denomina primario, secundario, terciario, etc., si se origina de las yemas del material 
vegetative originai, dei tailo primario, o de ios talios secundarios, respectivamente 
(F ig .l) .
T a lh i seeuwditriü
Pwnl« ü r M iid» a U 
«stxi'ii urigim#!
Figura 1. Diferenciaciôn de ios tallos en cana de 
azûcar. Tornado de Hum bert, 1974.
Las hojas nacen de ios nudos dei talio en forma alterna, formando dos hileras 
opuestas en un mismo piano. En el extreme del tallo esta el meristemo apical
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formado por varies entrenudos de pequeno tamano. Los tallos maduros estan 
formados por siete hojas plegadas en forma de huso. La longitud de los entrenudos 
puede alcanzar un tamano aproximado de 30 cm, dependiendo de las condiclones de 
crecimiento. El tamano de los tallos puede llegar a ser de 3 m o mas en condiclones 
normales de cultivo (Bull, 2000). Cada hoja esta formada por la lamina foliar y por la 
vaina o yagua. La union entre estas dos partes se denomina ligula y en cada extremo 
de esta existe una auricula con pubescencla variable (Fig. 2 ).
vtina
nudo
lAmina
Figura 2: Partes estructurales de 
la hoja en cana de azûcar.
La lamina de la hoja en su cara abaxial es pubescente y glabra en su cara 
adaxial. La cana de azûcar es una planta C4, semejante a otras gramineas tropicales 
y esto queda reflejado en la anatomfa foliar. La base de la hoja conecta con el tallo a 
través del nudo formando la vaIna que abraza al tallo y protege a su vez a los 
entrenudos de los que emergen las yemas. Un corte transversal de una secclôn de 
entrenudo révéla la presencla de los haces vasculares rodeados por las células del 
parénquima con una gruesa capa epidérmica recublerta en su parte mas externa por 
una cuticula de naturaleza cérea. Como en la mayona de las gramineas, el sistema 
radicular esta formado por las raices adventiclas delgadas y muy ramificadas y su 
perlodo de vida dura hasta el momento en que aparece el segundo tlpo de raices 
llamadas permanentes.
Estas ultimas pueden ser superficlales, de sostén y profundas, sirviendo de 
anclaje para la planta y favoreclendo la absorclon de agua en condiclones de estrés 
hidrico (F ig .3 ).
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Figura 3: Distribucion de las raices en cana de azûcar.
La inflorescencia de la cana de azûcar es una panicula abierta en forma de 
espiga, cuya forma, grado de bifurcaciôn y tamano son especificos de la variedad. 
Esta constituida por un eje principal con articulaciones donde estan insertas las 
espiguillas, una frente a la otra. Cada espiguilla contiene una flor hermafrodita con 
très ante ras y un ovario con dos estigmas. Cada flor esta rodeada por pubescencias 
largas que le dan a la inflorescencia un aspecto sedoso. En cada ovario hay un ôvulo 
el cual una vez fertilizado, da origen al fruto o cariôpside. El fruto es de forma 
ovalada de 0.5 mm de ancho y 1.5 mm de largo, aproximadamente (Fig. 4 ).
Figura 4: Partes de una inflorescencia 
en cana de azûcar. A) estam bres, B) 
estigmas y C) ovarios.
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No todas las variedades de cana de azûcar florecen con la misma intensidad, 
ya que hay factures genéticos que regulan la floraclôn y factures ambientales que a 
su vez la inducen (Moore, 1987).
La fotosintesis es un proceso fundamental que détermina la productividad del 
90% 0 mas de la biomasa seca y, en el caso de la cana de azûcar, del 100% de los 
productos ûtiles: la sacarosa y el bagazo.
Como se ha mencionado anteriormente, la cana de azûcar pertenece al grupo 
de las plantas C4, en las cuaies los primeros productos de la fotosintesis tienen 
cadenas de cuatro atomos de carbono. Estas plantas se caracterizan por la alta tasa 
de fotosintesis en las hojas individuales que se manifiesta en una alta produccion de 
biomasa por hectarea y por aho.
En las variedades de cana existen caracteristicas que se relacionan con la tasa 
fotosintética neta (Fn). Asi, existe una correlacion negativa entre esta tasa y el 
ancho de la hoja, y positiva con el grosor y el peso especifico (mg dm'^) (Irvine, 
1975). En las hojas normales de algunas variedades, la Fn no se correlaciona con el 
contenido de la clorofila, pero si con la porosidad de la hoja.
En cana de azûcar, la Fn aumenta con la intensidad de la luz y muestra la 
caracteristica de las plantas C4 en el sentido de no alcanzar un nivel de saturacion a 
altas intensidades de luz a tempranas edades de la planta. En las zonas tropicales, 
cuando la radiaciôn solar es alta, generalmente en horas del mediodia, los rayos del 
sol inciden en forma vertical, lo cual permite una menor intensidad de la iluminaciôn 
en plantas con hojas erectas, en comparaciôn con plantas de hojas inclinadas. Lo 
anterior sugiere que la posiciôn de la hoja puede contribuir a la obtenciôn de 
mayores producciones de biomasa; sin embargo, en la cana este efecto es minimo 
debido a que, como se mencionô antes, la fotosintesis no se satura cuando la 
iluminaciôn es alta. Sin embargo, aunque en las plantas jôvenes no se logra la 
saturaciôn por la luz, en las plantas mas viejas esto si ocurre, lo que sugiere la 
posibilidad de alcanzar algunas ventajas con variedades de hojas mas erectas, 
especialmente cuando estas tienen una mayor edad.
La cana de azûcar es una planta C4 de anatomia Krantz caracteristica donde 
se dieferencian dos tipos de células, las del mesôfilo y las de la vaina. En plantas C4 
pertenecientes al subgrupo NADP-enzima malico (NADP-ME), como es el caso de la 
cana de azûcar, el oxalacetato (OAA) formado en el citosol de las células del mesôfilo 
y transferido al cloroplasto donde se convierte en malato (MAL) por acciôn de la 
NADP-malatodeshidrogenasa, con consumo de poder reductor. El MAL generado, a 
favor de gradiente, puede ser transportado directamente a las células de la vaina.
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Las especies NADP-ME suelen présentar deficiencias en el desarroiio de los 
grana en los cloroplastos de la vaina y, en ellas, se procédé a la descarboxilaciôn del 
MAL por el enzima malico NADP dependiente, acoplada a la regeneraciôn de 
NADPH+H^que, de este modo, puede subsanar, en parte, la deficiencia de actividad 
del Fotosistema II en dichos cloroplastos. Como, en el caso de los cloroplastos 
agranales, el 50% de las moléculas de acido 3 fosfogllcérico (PGA) formadas en el 
Ciclo de Calvin, no disponen de potencial reductor en la vaina, para seguir el ciclo 
deben ser translocadas al mesôfilo para reducirse. La dihidroxiacetona fosfato 
(DHAP) formada en el proceso anterior en las células del mesôfilo puede ingresar 
nuevamente en la vaina para proseguir alli la ruta o bien servir para la sintesis de 
almidôn en el cloroplasto o sacarosa en el citosol de las células mesofi'licas (Gil- 
Martinez, 1995).
Segün Stitt et al., (1987), el PGA que difunde desde células de la vaina hasta 
las del mesôfilo se emplea, preferentemente, para la sintesis de sacarosa. Los 
cloroplastos de las células del mesôfilo contienen las enzimas de la fa se reductora del 
Ciclo de Calvin y pueden llevar a cabo la reducciôn del PGA Y DHAP. El piruvato (PA) 
producido por descarboxilaciôn del MAL es transportado hacia las células del mesôfilo 
para completar el ciclo y mantener el balance de carbono de la hoja. El PA en los 
cloroplastos de las células del mesôfilo se convierte en fosfoenolpiruvato (PEP) por 
acciôn de la piruvato fosfatodiquinasa (Ver esquema).
CELULAS MESOFILO
COp co
Citoplasma
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2OAA MAL
N /\D P H  NADP-
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La sacarosa es un disacarido no reductor que résulta de la union fructosa- 
glucosa por sus carbonos 2 y 1, respectivamente. Es uno de los principales productos 
résultantes de la fijaciôn fotosintética de CO2 en las hojas, el compuesto principal 
para el transporte a larga distancia de hidratos de carbono en el floema y ademas, 
en cana de azûcar, es la forma de almacenamiento de los productos de la 
fotosintesis. La sintesis de sacarosa se efectûa en el citosol de las células de la vaina 
y no en los cloroplastos, donde se Neva a cabo el Ciclo de Calvin. La glucosa y la 
fructosa libres no son precursores importantes de la sacarosa, pero si lo son las 
formas fosforiladas de éstas. Las triosas fosforiladas (3-fosfogliceraldehido y 
dihidroxiacetona fosfato), productos de très carbonos résultantes de la fijaciôn del 
CO2 por el Ciclo de Calvin en el cloroplasto, se exportan al citosol, en donde se 
utilizan principalmente para sintetizar sacarosa, aunque también pueden originar 
écidos organicos y aminoacidos.
Este transporte es realizado por una proteina transportadora situada en la 
membrana externa del cloroplasto, la cual intercambia una molécula de ortofosfato 
por una de triosa fosfato. Dos moléculas de triosas fosfato se unen para forma r 
fructosa- 1,6-difosfato. La cual se defosforila para originar fructosa-6-fosfato, que se 
convierte rapidamente en otras hexosas fosforiladas, taies como gluosa-6-fosfato 
mediante la acciôn de una fosfoglucosa isomerasa y glucosa-l-fosfato, reacciôn 
catalizada por la enzima fosfoglucosa mutasa. Estas hexosas se activan mediante la 
uniôn de nucleôtidos. El p rod u cto de la uniôn que se forma con mas frecuencia es el 
uridin difosfato-glucosa (UDP-glucosa), formado por la reacciôn de uridin trifosfato 
(DTP) y de glucosa-l-fosfato. Finalmente, el disacarido de sacarosa séria el resultado 
de la desfosforilaciôn en la uniôn de una molécula de UDP-glucosa y fructosa-6- 
fosfato, en reacciones catalizadas por la sacrosa sintasa y sacarosa fosfatasa.
La acumulaciôn de sacarosa en el floema se realiza mediante incorporaciôn en 
el complejo tubo criboso-célula de compahia desde el apoplasto. En las especies que 
transportan sacarosa en los tubos cribosos, la incorporaciôn de ésta a los mismos 
implica dos procesos de transporte a través de membranas: una liberaciôn inicial al 
apoplasto desde el simplasto del mesôfilo, seguida de una incorporaciôn en el 
complejo tubo criboso célula de compahia, mediante un proceso de cotrasnporte con 
aitamente selective. El mecanismo de liberaciôn de sacarosa al apoplasto no esta 
inequivocamente caracterizado aunque se postula un cotransporte con a través 
del plasmalema (Huber y Moreland, 1981). La descarga del floema esta determinada 
por la utilizaciôn o compartimentaciôn de los carbohidratos en los sumideros y 
parecen existir distintos mécanismes relacionados con la naturaleza del sumidero
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(Escrich, 1989). La descarga apoplastica es aparentemente pasiva aunque puede 
implicar un transporte mediado (Alôni et al., 1986).
En la cana de azûcar, la acumulaciôn de sacarosa desde el apoplasto tiene 
lugar después de su hidrôlisis por una invertasa de pared, siendo acumuladas en este 
caso las hexosas résultantes. La sacarosa es posteriormente resintetizada a partir de 
las hexosas formadas en el espaclo libre.
Tampoco puede descartarse la existencia de una mecanismo de cotransporte 
sacarosa/ H^. La acumulaciôn de sacarosa en la vacuola parece tener lugar por un 
mecanismo de antitransporte sacarosa/ H^. La energia para este proceso séria 
suministrada por una ATPasa localizada en el tonoplasto que translocana proton es 
hacia el in terior de la vacuola. Una ûltima posibilidad es que la sacarosa pase 
directamente desde el elemento criboso a las células del parénquima vascular del 
ôrgano consumidor a través de plasmodesmos (Barcelô et al., 2001)
La utilizaciôn de sacararosa en los procesos de crecimiento o en la sintesis de 
polisacaridos de réserva generana el gradiente de concentraciôn favorable para su 
descarga.
Con independencia del proceso de descarga, éste provoca la salida de agua 
del tubo criboso y una disminuciôn de la turgencia, generando de este modo el 
gradiente de presiôn responsable del movimiento de la disoluclôn en el inetrior del 
mismo.
1.3. MADURACIÔN DE LA CANA DE AZUCAR.
La maduraciôn de la cana de azûcar se describe como la senescencia 
intermedia entre el auge del crecimiento y la muerte de la planta, estableciéndose 
dos fases en dicho proceso. La primera fase termina cuando las hojas envejecidas se 
desprenden del tallo, y la segunda fase comprende la acumulaciôn de la sacarosa en 
los entrenudos que ya terminaron su elongaciôn.
Al comienzo de la primera fase se encuentran entrenudos con altas 
concentraciones de agua, nitrôgeno, auxinas, enzimas, azùcares reductores y 
metabolites de la fotosintesis y de la respiraciôn. Las células de almacenamiento son 
grandes y con paredes celulares delgadas. Se diferencian de forma acelerada nuevos 
tejidos, raices y hojas. Gradualmente, los entrenudos completan su elongaciôn y 
engrosamiento, la pared de las células de almacenamiento se fortalece, ocurre una 
deshidrataciôn de los tejidos, aumenta la acumulaciôn y retenciôn de sacarosa y 
disminuye la velocidad de crecimiento.
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La segunda fase de la maduraciôn, es decir, la acumulaciôn masiva de la 
sacarosa, esta regulada por factores genéticos (variedad de la cana) y factores 
externos taies como el suministro de nutrientes, la humedad, el clima, la edad de la 
cana y el manejo del cultivo (practices agronômicas). Internamente, esta segunda 
fase de la maduraciôn esta controlada por invertasas. Segün el desarroiio fisiolôgico 
de la planta, si ésta se encuentra en condiciones adecuadas nutricionales y 
edafoclimaticas, el proceso de maduraciôn se llevara a cabo de una forma natural en 
correspondencia con su ontogenia.
El manejo adecuado del cultivo de la cana de azûcar se integrara al proceso 
de maduraciôn con el objetivo de inducir, sincronizar e incrementar la concentraciôn 
de sacarosa (F ig .5 ).
1.3.1 Condiciones de maduraciôn de la cana de azûcar.
La maduraciôn de la cana de azûcar, entendida como el proceso de 
acumulaciôn de sacarosa en los tejidos de los entrenudos, esta controlada por la 
conjunciôn de factores genéticos, climaticos, sanitarios, fisiolôgicos, agronômicos, etc. 
Existe informaciôn relative a la influencia genética sobre el rendimiento industrial de 
la cana de azûcar. La habilidad para concentrer sacarosa es diferente segûn la 
variedad de cana (F ig .5 ). Con una misma variedad se obtienen diferentes niveles de 
maduraciôn en distintas condiciones de clima, suelo y época del aho. Las variedades 
de caha de azûcar responden diferencialmente a un mismo estimulo madurador.
La maduraciôn no va paralela con la edad. Si las concentraciones de nitrôgeno 
y agua se mantienen abundantes, la planta nunca madura. Nickell y Tanimoto, en 
1968, demostraron que el exceso de nitrôgeno disponible en época de cosecha es la 
principal causa de los bajos contenidos de sacarosa en los jugos extraidos de caha.
Las invertasas juegan un papel déterminante en la etapa de maduraciôn de la 
caha de azûcar. Esto se debe a la funciôn de estas enzimas en el mecanismo celular, 
ya que dirigen la utilizaciôn de los azùcares hacia el crecimiento o hacia el 
almacenamiento (Sacher e t a/., 1963).
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MADURACION DE LA CANA DE AZUCAR
(Clements 1959)
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Figura 5. Representaclôn esquemâtica de los acontecimientos producidos durante la etapa de
maduraciôn.
La sacarosa se sintetiza en el citoplasma de las células acompahantes del 
floema y en menor proporciôn en las células de la vaina a partir del conjunto de 
hexosas-P producido en la fotosintesis. Parte de la glucosa-6-P producida es 
transformada en glucosa-l-P por acciôn de una fosfoglucomutasa.
La glucosa es entonces transferida sobre una molécula de DTP, por acciôn de 
una UDP glucosa pirofosforilasa, para producir pirofosfato y UDP glucosa, que 
transfiere entonces su resto glucosa a una molécula de fructosa-6-P para producir 
sacarosa-6-P.
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La reacciôn esta catalizada por una sacarosa-P sintasa. El disacarido fosfato 
es substrato de una sacarosa-P fosfatasa que libera sacarosa y P| en el citoplasma 
(Dennis y Blakeley, 2000).
Para la maduraciôn, es necesario mantener una ôptima actividad enzimatica. 
Hatch et al., en 1963, sehalan la existencia de dos invertasas solubles: una acida, 
localizada en el apoplasto y la vacuola de las células de la planta. Su funciôn es 
hidrolizar y transportar la sacarosa desde las hojas hasta los tallos durante el 
crecimiento. La mayor actividad de esta enzima, cuyo funcionamiento se da con un 
pH ôptimo entre 5 y 5,5, ocurre en el perlodo de crecimiento y disminuye en la etapa 
de maduraciôn, encontrandose en el espaclo externo de las células parenquimatosas 
(Alexander, 1973). En estos espacios, la sacarosa es hidrolizada a glucosa y fructosa 
que son entonces transferidas al espaclo metabôlico de las células parenquimatosas. 
Alli son entonces fosforiladas para ser usadas en la resintesis de sacarosa, que es 
entonces Nevada al compartimente de almacenaje (Sacher et al., 1963). 
Transitoriamente, la acumulaciôn de glucosa en el citoplasma podna dar lugar a una 
represiôn catabôlica de la invertasa neutra (F ig .6 ).
Esta invertasa, por su parte, présenta su maxima actividad a un pH de 7, y se 
localize en el citoplasma de los tejidos maduros, donde se emplea en regular la 
cantidad de sacarosa almacenada. Su maxima actividad se présenta en el perlodo de 
maduraciôn (Hatch et al., 1963; Batta y Singh, 1986).
Hatch y Glasziou (1963) demostraron que la invertasa acida présenta 
variaciones con el clima. Ademas, observa ron una correlaciôn entre el crecimiento y 
la actividad de estas enzimas y comprobaron que, con el aumento de la temperatura, 
aumenta la velocidad de alargamiento y la actividad de la invertasa acida.
Los descensos de temperatura en los tejidos maduros favorecen la actividad 
de la invertasa neutra y esto trae consigo un aumento en la concentraciôn de 
azùcares. Sin embargo, los descensos de temperatura en los tejidos inmaduros 
disminuyen la actividad enzimatica de la invertasa acida y, como consecuencia, se 
produce una disminuciôn en la velocidad de crecimiento del tejido.
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Figura 6: Carga y descarga del floem a. Posible mécanisme de tranporte de sacarosa entre  
el ôrgano productor y el ôrgano consumidor.
1.4. PRODUCCION DE HETEROFRUCTANOS EN CANA DE 
AZÛCAR.
El metabolismo normal de! conjunto de hexosas-P, producido en la fotosintesis, 
implica su conversion en sacarosa para ser posteriormente translocada. Esto es 
importante en especial en las plantas azucareras, en las que los parénquimas de tallos 
u ôrganos subterraneos acumulan una gran cantidad de sacarosa en su maduraciôn, 
hablândose entonces de calidad de los jugos.
De una manera simplista, aunque valida, la calidad del jugo de cana de azûcar, 
por ejemplo, depende solamente de que tenga un alto contenido en sacarosa y un bajo 
contenido en azùcares reductores. De acuerdo con Amaral et al. (1971), la maduraciôn 
se logra con niveles de reductores muy por debajo del 1%.
Sin embargo, algunos autores han p resta do atenciôn a algunos de los 
compuestos que, ademas de sacarosa y reductores, se encuentran disueltos o en 
suspensiôn en el jugo de caha, tratando de relacionar su contenido con la maduraciôn. 
Por ejemplo, se sabe que el contenido en macromoléculas coloidales esta representado
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por una fracdôn que no rebasa el 0,3% (Imrie y Tilbury, 1972) y comprende 
fundamental mente proteinas y polisacaridos hidrosolubles. Estos ültimos influyen 
fuertemente a lo largo de todo el proceso industrial de extraccion de sacarosa, 
produciendo una excesiva viscosidad de los jugos que entorpece la eficiencia econômica 
del proceso (Honig, 1969).
El metabolismo normal de los carbohidratos en caha de azûcar produce un 
conjunto heterogéneo de polisacaridos solubles. Este conjunto incluye 
arabinogalactanos (Roberts et al., 1976), polimeros semejantes al almidôn (Covacevich 
y Richards, 1977 a,b), y p-l,4-glucanos (Roberts et al., 1985). Fructanos solubles de 
masa molecular superior a 10 kDa han sido encontrados en jugos de caha (Legaz et al., 
1990). Los fructanos son la forma principal de carbohidratos de almacenamiento en 
plantas C3 de pastizales templados (Meier y Reid, 1982; Pontis, 1990). No obstante, el 
origen de los fructanos en plantas C4, como es la caha de azûcar, permanece 
desconocido.
Rodriguez et al. (1985a), estudiando el comportamiento de las macromoléculas 
del jugo durante la etapa de maduraciôn de la caha, han encontrado que el contenido 
de aquellas incrementa con la edad hasta que la caha alcanza la madurez ôptima y 
disminuye posteriormente en paralelo a la disminuciôn de la fracciôn p rote ica. Sin 
embargo, esta disminuciôn coincide con un notable aumento del contenido de 
polisacaridos solubles, aunque esto no se manifiesta en todas las variedades estudiadas.
Las cahas llamadas de ciclo corto, la variedad Jaronû 60-5, por ejemplo, 
muestran un contenido estable de polisacaridos solubles de alto peso molecular (HMMC) 
durante su desarroiio, mientras que polisacaridos de mediano peso molecular (MMMC) 
incrementan lentamente hasta los 12 meses de vida, tiempo de maduraciôn en el que 
coincide la menor concentraciôn de azùcares reductores con la mayor concentraciôn de 
sacarosa, y después de este tiempo incrementan rapidamente. Por el contrario, las de 
ciclo largo, Cuba 374 72 y Barbados, muestran un contenido alto y constante de MMMC 
incluso después de la maduraciôn, que suele darse airededor de los 14 meses. No se 
han encontrado efectos claros de la fertilizaciôn sobre el contenido de macromoléculas 
del jugo de caha (Rodriguez et al., 1985b) y existen evidencias de que una de las 
causas de la proliferaciôn de macromoléculas en los jugos de cahas cortadas es una 
reacciôn de cicatrizaciôn frente a los traumatismos causados por las heridas (Valdés y 
Rodriguez, 1982).
18
Introducciôn
1.4.1. Naturaleza de los polisacaridos solubles de cana de azûcar.
Las dos formas mayoritarias de los diferentes polisacaridos solubles de jugo de 
cana, aisladas en la forma descrita, han sido sujeto de otros analisis. HMMC aislados de 
jugos de tallos de 12 meses de vida fueron sometidos a hidrôlisis enzimatica, usando 
alternativamente glicosidasa purificada de cana, invertasa comercial o una mezcla de 
ambas enzimas. La enzima glicosidasa hidroliza parcialmente HMMC durante el tiempo 
de reacciôn, liberando fructosa y galactitol como productos de hidrôlisis, mientras que 
el polisacârido se muestra resistente a hidrôlisis por invertasa. Sôlo cuando se ahade 
sacarosa 27 pM a la mezcla de reacciôn, la invertasa es capaz de hidrolizar 
parcialmente HMMC con liberaciôn exclusivamente de fructosa. Este efecto muestra ser 
aditivo al de la glicosidasa por si sola (De Armas et al., 1992 a). La hidrôlisis de estos 
HMMC ha sido también llevada a cabo incubando la misma cantidad de HMMC con HCI 
6N durante 14 h a 60°C o usando una preparaciôn comercial de invertasa durante 14h 
a 45°C en presencia de sacarosa 27 pM a pH 4,5. De esta manera, fructosa y galactitol 
fueron identificados como los unicos productos de la hidrôlisis acida.
El esqueleto de HMMC hidrolizado por invertasa représenta airededor del 44% 
del heterofructano total. Ya que la invertasa es capaz de hidrolizar enlaces (3(2^1) en 
polisacaridos, puede concluirse que los HMMC consisten en un esqueleto principal de 
fructosa en uniones |3(2-^1), hidrolizado por invertasa, mientras que el enlace éter 
entre fructosa y galactitol es inaccesible a la enzima, pero sensible a hidrôlisis acida y a 
la glicosidasa de la propia caha. Otros oligofructanos, taies como los acumulados por 
Lolium, son también hidrolizados por invertasa. Resultados semejantes fueron 
obtenidos mediante hidrôlisis enzimatica combinada de MMMC aislados del mismo jugo.
En las mezclas de reacciôn se incluia Mn^^, a dos diferentes concentraciones, 
como cofactor del sistema glicosidasa. Dado que el sistema glicosidasa requiere Mn^^, 
no hay hidrôlisis detectable de MMMC en ausencia del catiôn. No obstante, la hidrôlisis 
por invertasa muestra ser independiente de este catiôn. La hidrôlisis llevada a cabo por 
las dos enzimas fue aditiva cuando la concentraciôn de Mn^^ en mezcla de reacciôn fue 
très veces inferior a la descrita como ôptima para llevar a cabo la hidrôlisis de 
heterofructanos (Martinez et al., 1990 b), pero el efecto de la invertasa no fue aditivo al 
de la glicosidasa cuando esta ûltima enzima tenia a su disposiciôn la concentraciôn 
ôptima de cofactor.
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1.4.2. Origen de los polisacaridos solubles.
Ya se ha dicho anteriormente que la concentraciôn de MMMC incrementa 
notablemente con la edad de la caha, sobre todo si ésta es de ciclo corto, mientras que 
la concentraciôn de HMMC incrementa mucho mas lentamente. También se ha dicho 
que la concentraciôn de polisacaridos solubles parece ser una funciôn del numéro de 
heridas que la caha sufre durante su cortado. Es claro que el metabolismo de azücares 
y polisacaridos, en las condiciones expérimentales descritas, puede verse notablemente 
afectado por bacterias contaminantes, que utilicen los hidratos de carbono de la caha 
como substrato de crecimiento. De hecho, la hidrôlisis enzimatica de polisacaridos de 
caha ha sido atribuida al crecimiento de Leuconostoc mesenteroides, que aumenta la 
cantidad de reductores présentes e induce la apariciôn de metabolitos de origen 
tipicamente fermentative, como lactato y manitol (Bruijin, 1970).
Sin embargo, los microorganismos présentes en los jugos mueren al ser 
incapaces de crecer en ambos polisacaridos, lo que claramente indica su incapacidad 
para utilizarlos como substrates de crecimiento. Por tante, el metabolismo de HMMC y 
MMMC, identificados como heterofructanos, parece ser funciôn de la edad, de la 
agresiôn mecanica o del détérioré, excluyéndose del mismo toda acciôn microbiana, 
que podria afectar, eso si, la estabilidad de otros polisacaridos, sean homoglucanos o 
arabinogalactanos. Esta actividad glicosidasa ha sido utilizada para avanzar un paso 
mas en la elucidaciôn del origen de HMMC y MMMC en caha de azûcar. Cuando una 
suspensiôn de paredes celulares de células parenquimatosas del tallo de caha era 
incubada con glicosidasa a 30*C durante 9h, ocurre hidrôlisis de alguna fracciôn de 
pared.
La cantidad de azùcares reductores liberados es similar a la obtenida en un 
control de suspensiôn de paredes en citrato, pero se producen algunos polimeros 
durante la incubaciôn. La filtraciôn por la serie de Sephadex indica que las fracciones 
HMMC en el sobrenadante de las mezclas de incubaciôn son mucho mas abundantes 
tras mantener las paredes en contacte con glicosidasa que en los contrôles.
Estos polimeros tenian una conducta muy semejante en SE-HPLC a la 
encontrada para HMMC convencionales. Por ello, podna concluirse que, tras herida o 
post-maduraciôn de los tallos, la glicosidasa soluble citoplasmica es capaz de hidrolizar 
parcialmente un polimero de pared, lo que libera HMMC y MMMC al citoplasma 
(Martinez et al., 1990 a).
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1.4.3. Los heterofructanos de caha como mitad polisacarîdica de 
glicoprotemas.
Un paso mas en el analisis estructural de estas macromoléculas fue descrito 
por Legaz et al. (1995) al analizar la homogeneidad de HMMC y MMMC por HPLC 
usando columnas Zorbax GF-450 y Zorbax GF-250 en serie. Mientras HMMC parecia 
estar compuesto al menos por dos diferentes polimeros con tiempos de retenciôn de 
16,5 min y 24,5 min, respectivamente, la fracciôn MMMC se resolvia en un ünico pico 
de tiempo de retenciôn 2,45 min. Esto implicaba, como era por otra parte lôgico, que 
el Sephadex G50, usado rutinariamente en la separaciôn de HMMC y MMMC, no era 
capaz de discriminer entre las dos categories de macromoléculas, y que HMMC elufdo 
de dicho Sephadex iba normalmente contaminado por una pequena proporciôn de 
MMMC.
Los espectros de absorciôn de HMMC y MMMC, separados por SE-HPLC, 
mostraron un méximo inusual para polisacaridos, a 275 nm para HMMC y 271 nm 
para MMMC, mostrando esta ultime macromolécula un maximo secundario a 246 nm. 
Excitando ambas fracciones con una luz monocromatica de 275 nm, HMMC emitia 
fluorescencia con un maximo a 334-336 nm mientras que MMMC emitia con un 
méximo de fluorescencia a 347 nm.
Empleando una luz de excitaciôn de 210 nm, HMMC emitia fluorescencia con 
un maximo principal a 422 nm, un maximo secundario a 296 nm y un hombro a 332 
nm. MMMC, a su vez, emitia fluorescencia con un méximo localizado a 296-297 nm. 
Esta conducta ôptica era impropia de un polisacérido, ya que éstos solo emiten 
fluorescencia en estados de méxima oxidaciôn, circunstancia completamente opuesta 
a la naturaleza tanto de HMMC como de MMMC, dado que contienen altas 
proporciones de galactitol, el poliacohol reducido de la galactosa. Los méximos de 
fluorescencia estimados podrian deberse a la presencia de triptôfano, con méximos 
de emisiôn a 346-347 nm para una luz de excitaciôn de 275 nm.
El desplazamiento de este méximo a 334-336 nm estimado para HMMC 
podna implicar que los restos triptôfano en HMMC ocupan una posiciôn 
extremadamente lipofilica mientras que se encuentran més aitamente expuestos en 
MMMC. A su vez, la existencia de tirosina vendria determinada por méximos de 
emisiôn de fluorescencia a 296-302 nm cuando se excita con luz de 210 nm de 
longitud de onda.
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Ademas, su movilidad en Electroforesis Capilar, que secundariamente 
revelaba microheterogeneidad para cada uno de los HMMC y MMMC previamente 
aislados por SE-HPLC, confirmaba su naturaleza glicoproteica (Legaz et al., 1998).
Por tanto, y a partir de este punto, tanto HMMC como MMMC, deben ser 
consideradas como glicoproteinas capaces por tanto de llevar a cabo funciones 
fisiolôgicas propias de su naturaleza, denominéndose a partir de este momento 
HMMG y MMMG respectivamente. Por analogia con los sistemas descritos hasta ahora 
en otras plantas, se ha estudiado la participaciôn de estas fracciones glicoproteicas 
(HMMG y MMMG) en el reconocimiento de un endofito fijador de nitrôgeno, como es 
Gluconacetobacter diazotrophicus. Ambas fracciones, marcadas con fluoresceina, 
résulta ron ser capaces de unirse a paredes celulares de la bacteria, propiedad que trae 
consigo una agregaciôn celular (reclutamiento) en medios liquides suplementados con 
taies glicoproteinas. El reclutamiento no modificaba la velocidad de crecimiento del 
cultivo ni se llevaba a cabo entre bacterias epifiticas natu raies, como es el caso de 
Leuconostoc mesenteroides o Erwinia amylovora, bacterias que se desarrollan en el 
medio acuoso que forma n las vainas folia res en su punto de inserciôn (Legaz et al., 
2000). Ambas fracciones glicoproteicas son microheterogéneas, contando con 
componentes aniônicos y catiônicos (Legaz et al., 1998). Las dos fracciones 
glicoproteicas (HMMG y MMMG) ligadas a la pared celular de la bacteria pudieron ser 
desorbidas con sacarosa, lo cual esta de acuerdo con la naturaleza fructan-p-1,2 de la 
mitad glicidica de ambas fracciones glicoproteicas. Sobre esta base, se ha elaborado 
una hipôtesis a ce rca de la capacidad de la caha para reconocer endofitos compatibles y 
discriminarlos de los incompatibles o, incluso, de patôgenos (Legaz et al., 2000) y 
finalmente se han podido caracterizar receptores especificos en la pared celular de G. 
diazotrophicus para HMMG y MMMG (Blanco et al., 2005 a), asi como en las paredes 
celulares de la bacteria patôgena, Xanthomonas albilineans (Blanco et al., 2006).
Con respecto al papel fisiolôgico que esta interacciôn HMMG/MMMG-ligando 
pueda tener, recientemente se ha comprobado que las teliosporas de Ustilago 
scitaminea, un hongo patôgeno de caha y otras gramineas, sufren agregaciôn celular 
en presencia de las fracciones glicoproteicas HMMG y MMMG, correlacionéndose este 
reclutamiento con la adhesiôn de las glicoproteinas marcadas con fluoresceina a las 
paredes celulares de las esporas. Este ligamiento de las glicoproteinas sobre 
hipotéticos ligandos no modifica la velocidad de germinaciôn de las teliosporas pero 
SI inhibe el desarroiio posterior del micelio (Fontaniella et a i,  2002 a) en variedades 
moderadamente resistentes o inhibe la germinaciôn cuando dichas glicoproteinas han 
sido producidas por variedades aitamente resistentes, al impedir la organizaciôn del 
citoesqueleto de la espora que ma rca el punto de emergencia del tubo germinativo 
(Millanes et a i ,  2005).
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El papel de las glicoprotemas de caha en el reclutamiento celular, adhesion a la 
superficie de la planta huésped e inhibicion de la germinaciôn y del crecimiento de 
microorganismos fitopatôgenos esta de acuerdo con la particulaciôn de dichas 
glicoproteinas en paredes celulares del vegetal. Podna pensarse entonces que los 
mecanismos de deterioro provoca n una emigraciôn de los sistemas glucosidasa a dichas 
paredes, produciéndose entonces la hidrôlisis parcial de la mitad glicidica de dichas 
glicoprotemas que podna ser entonces recuperada como polisacaridos solubles en los 
jugos de la planta, segûn se muestra en el esquema de la (Fig.7 ).
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Figura 7: Sintesis y transporte de glicoproteinas a la pared celular.
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1.4.4. Alteraciôn producida en el proceso de cristalizaciôn de la 
sacarosa originado por las glicoprotemas de cana de azùcar.
Altos contenidos en HMMG y MMMG en juges de cana de azücar producen 
pérdidas en la recuperaciôn de la sacarosa durante la producciôn industrial de azücar y 
cambios en las conductas de cristalizaciôn del disacarido. La sacarosa, a partir de 
disoluciones saturadas, forma cristales del sistema monoclinico esfenoidal que se 
agregan en nücleos de cristalizaciôn de forma estrellada. La adiciôn de HMMG obtenido 
de plantas sanas a disoluciones de sacarosa retard a ba la apariciôn de cristales y 
aunque dichos cristales eran tan largos como les que aparecian en disoluciones no 
modificadas, eran mucho mas finos (de Armas, et al., 1992 b). Los nücleos estrellados 
se producian de forma incompleta cuando la recristalizaciôn se llevaba a cabo en 
presencia de HMMG obtenidas de plantas enfermas de escaldadura foliar y, ademas, 
aparecian cristales prismaticos y algunos de forma irregular. Incluyendo MMMG en las 
disoluciones, se obtuvieron resultados similares aunque la falta de nücleos estrellados 
fue constante en presencia de glicoprotemas obtenidas de plantas escaldadas 
(Fontaniella et ai., 2003 a). Estas diferencias parecian ser debidas a cambios 
est ru ctu raies de HMMG y MMMG antes que al incremento en la concentraciôn de 
glicoprotemas inducido por la enfermedad (Fig. 8).
\
Figura 8: Cristales de sacarosa
obtenidos a partir de disoluciones 
saturadas de azùcar en A: agua 
destilada; B: HMMG en una
disoluciôn acuosa; G: MMMG en una 
disoluciôn acuosa. (Fontaniella e t 
a!., 2003 a)
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1.5. LA ESCALDADURA FOLIAR.
1.5.1 Historia y distribuciôn.
Entre las enfermedades bacterianas mas importantes que afectan al cultivo de 
la cana de azùcar {Saccharum sp) se encuentra la "escaldadura foliar", causada por 
la bacteria Xanthomonas albilineans (Ashby, 1929; Dowson 1943). Dicha 
enfermedad, ocasionô sérias pérdidas durante los primeros anos tras su apariciôn en 
las canas nobles, pero su control esta siendo gradualmente asegurado por su 
reemplazamiento con variedades hibridas resistentes (Jiménez et al., 2004).
North, en el ano 1911 (citado en North, 1926), describiô por primera vez la 
enfermedad en Australia. En el ano 1930 fue descrita en Hawai, constituyendo la 
enfermedad mas importante en el cultivo (Martin et al., 1961). Existen evidencias 
por primera vez en Brasil en el ano 1945 (Arruda y Amaral, 1945). Posteriormente, 
en 1966, se registrô la enfermedad en Puerto Rico (Pan et al., 1997). Sintomas de la 
escaldadura foliar fueron observados en algunas variedades de la colecciôn mundial 
en Florida, Estados Unidos (Koike, 1968), y en ese mismo ano se determinaron las 
variedades B49119 y B4362 como altamente susceptibles a la enfermedad (Martin et 
al., 1961).
Posteriormente, en Trinidad, se observô en plantulas de la serie BT66 (Ogier y 
Goberdhan, 1970). En Panama se observô que las variedades Cristal, B4362, B34104, 
B42231 y POJ2714 eran susceptibles a la escaldadura. En Taiwan se produjo un 
descenso en el contenido de azùcar en cahas maduras del 20,2% y 23,5%, 
comprobandose que el origen del problema era la presencia de esta bacteria en las 
plantas (Swings y Civerolo, 1993). En Guatemala y México se identified por primera 
vez a X. albilineans en el ano 1992 (Irvine y Amador, 1993; Ordosgoitti et al., 1977). 
Luego, en 1993, se describiô por primera vez en Louisiana, Estados Unidos, 
lograndose establecer que la enfermedad puede llegar a causar pérdidas econômicas 
significativas de los campos comerciales y una pérdida de calidad en el cultivo de la 
cana (Grisham y Legendre. 1993). Asimismo, en 1993, se observaron lineas 
blanquecinas y clorosis sobre las hojas del hibrido LCP 82-89 de cana de azùcar en 
Texas, Estados Unidos. Se realizaron aislamientos de tejidos que mostraban dichos 
sintomas sobre medios selectivos y se desarrollaron colonias tipicas de X. albilineans 
(Isakeit y Irvine, 1995).
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Al ano siguiente, en 1994, se registrô por primera vez la escaldadura de la 
hoja en Colombia, observandose que la variedad CC85-92 presentô la mas alta 
incidencia de la escaldadura (Guzman et al., 1997).
Luego, en diciembre del ano 1995, fueron observados sintomas de la 
enfermedad en el cultiver B64277 en Francia y Guayana, donde fueron detectadas 
plantas asintométicas en colecciones de germoplasma de cana de azücar y en 
campos comerciales (Feldmann y Daugrois, 1997).
En Cuba fue detectada por primera vez en el ano 1979 (Chinea y Rodriguez, 
1994); sintomas tipicos fueron observados en colecciones de germoplasma y en 
algunos campos comerciales, comprobandose la presencia del agente causal en 
ciento cincuenta aislamientos de diferentes localidades (Diaz et al., 2000).
Actualmente la enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en 67 
paises productores de cana de azücar. La causa de nuevos brotes de la enfermedad 
es atribuida a nuevas cepas del organisme causal y las caracteristicas de los mismos 
sugieren la existencia de variaciones intraespecificas significativas entre cepas 
exôticas del patôgeno. Taies variaciones se asocian a cambios en los patrones de 
diseminaciôn del patôgeno, con un mayor potencial para su transmisiôn aérea (Davis 
et al., 1997). Se la considéra en la actualidad como una enfermedad potencialmente 
peligrosa, causando pérdidas en el rendimiento agricole, lo que afecta a su vez, al 
contenido de sacarosa en el jugo.
1.5.2. Fases y sintomas de la enferm edad.
La escaldadura foliar se manifiesta en très fases bien diferenciadas: la fa se 
crônica, la fa se aguda y la fa se latente. La primera présenta varios sintomas 
exteriores. Se puede destacar la presencia de una estrecha linea blanco-amarillenta, 
de 1-2 mm de ancho, que recorre la hoja en paralelo a la nervadura principal y que 
se multiplica en sucesivas lineas paralelas. En algunos casos, las estrias se extienden 
hacia abajo en la vaina. En ocasiones, la estna blanca puede presenter zonas con 
una necrosis rojiza (Fig. 9 A,B).
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Figura 9 (A y B): Sintomas caracteristicos de la infecciôn causada por la bacteria 
Xanthomonas albilineans en la cana de azùcar en la fa se crônica de la enferm edad.
Una secciôn longitudinal de los tallos afectados de forma crônica muestra 
estas finas rayas de un color rojo brillante, que son los haces fibrovasculares 
enrojecidos debido a la necrosis producida. Son particularmente pronunciados en la 
regiôn nodal y son mas patentes en los tejidos maduros (Rott y Davis, 2000; Croft et 
al., 2000).
En la fase crônica, una sola cepa puede presenter a menudo tallos sanos y 
tallos infectados. En los tallos de mayor edad se pueden producir brotes latérales o 
"lalas", que presentan en general hojas clorôticas y pueden manifester las estrias 
caracteristicas; estas lalas no sobreviven al sembrarlas (Ricaud y Ryan, 1989) 
(F ig .10).
En la fase aguda de la enfermedad, la linea blanco-amarillenta puede ser mas 
ancha y mas difusa, llegando incluso a extenderse hasta el borde de la hoja y 
provocando marchitamiento y necrosis. La progresiva desecaciôn de los tejidos 
provoca la hipertrofia de las células buliformes, diferenciaciones epidérmicas que 
inducen el enrollamiento del limbo foliar para tratar de evitar la desecaciôn, 
minimizando las pérdidas de vapor de agua por transpiraciôn (Solas et al., 2003) 
( F ig . l l ) .
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Figura 10: Germinaciôn de yemas latérales  
y proliferaciôn de "lalas" debidas a la 
enferm edad.
Celulas buliformes
Células del 
mesôfilo %
Elementos
xilemàticos
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floemâticos
Células de la vaina
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Exudado gomoso
le 'm M
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Figura 11: Magnificaciôn de una secciôn transversal de hoja enferm a  
mostrando el notable aum ento de las células buliformes como consecuencia 
de los primeros sintomas de desecaciôn. El patôgeno esta confinado en los 
haces vasculares de tallo  y hojas, los cuales estàn a menudo parcialm ente  
ocluidos por un exudado gomoso segregado por la bacteria, identificado  
como un xantano. Se puede apreciar un relieve muy irregular de la 
epidermis abaxial.
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La enfermedad puede producir una clorosis parcial o total del limbo y un 
desarrollo anormal de tallos latérales sobre el eje principal de la cana, siendo los 
basales de crecimiento mas rapido que los apicales (Rott e t al., 1997). Los tallos 
pueden presenter enanismo (debido al acortamiento producido en los entrenudos) y 
mostrar signos de marchitamiento con hojas rigides. Los nuevos brotes exhiben los 
mismos sintomas de las plantas adultes. En los nudos y entrenudos pueden aparecer 
cavidades prominentes. En esta fase, se produce un marchitamiento brusco seguido 
de la muerte de los tallos, a menudo sin mostrar sintomatologia previa, como si los 
hubiese matado la sequia (Martin y Robinson, 1961). Esta fase generalmente ocurre 
cuando la cana ha pasado por condiciones de tiempo seco seguido por un periodo 
Iluvioso (Ricaud y Ryan, 1989).
En la fase latente de la enfermedad, no se observan sintomas en el follaje que 
permitan sospechar la presencia de la bacteria causal en los tejidos internos. En la 
mayoria de los casos, la fase latente se présenta en variedades resistentes o 
tolérantes, y sobre todo cuando las condiciones ambientales son excelentes para el 
desarrollo de la cana. La enfermedad en esta fase a veces se puede reconocer por la 
presencia de pequehas rayas rojiza s en el interior de los tejidos del tallo, similares a 
las observadas en la fase crônica. Su diagnôstico exacto requiere del aislamiento del 
organisme y de pruebas serolôgicas complementarias (Ricaud y Ryan, 1989; 
Purseglove, 1979; Hayward, 1974: Agnihotri, 1990).
1.5 .3 . Transmisiôn y control de la enferm edad.
La transmisiôn de X. albilineans, agente causal de la escaldadura foliar en la 
cana de azücar, se produce principalmente por la utilizaciôn de semilla infectada en 
el establecimiento de campos comerciales y por empleo de equipos y herramientas 
infectadas, sobre las cuales se ha comprobado que el patôgeno puede sobrevivir 
hasta un tiempo mâximo de seis dias. Una vez que se ha producido la contaminaciôn 
de las herramientas, estas trasmiten con relativa facilidad la bacteria a los tallos 
sanos (Ricaud y Ryan, 1989). Hay también evidencias que apuntan a una 
transmisiôn desde el suelo y la atmôsfera (Saumtally et al., 1996). En Australia, una 
de las principales regiones del mundo afectadas por la enfermedad, la propagaciôn 
de la bacteria ocurre durante el corte de la cana a través del uso de machetes 
contaminados y cosechadoras mecanicas cuyas cuchillas se contaminan facilmente al 
cortar tallos enfermos, convirtiéndose en excelentes diseminadoras de la bacteria 
hacia los tallos sanos.
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Eventualmente, el agua de riego superficial utilizada en una plantaciôn 
afectada también puede constituir un agente efectivo de transmisiôn, al pasar la 
bacteria de plantas enfermas a plantas sanas, o cuando los sobrantes del riego de 
una plantaciôn afectada son utilizados para el riego de otras plantaciones.
Respecte a las medidas de control, la manera mas efectiva de contrôler la 
enfermedad es mediante el empleo de variedades resistentes, la adecuada selecciôn 
de semillas sanas, la extirpaciôn del material enfermo de los semilleros y la 
desinfectaciôn frecuente de las herramientas utilizadas para el corte con productos 
quimicos como el Vanodine o el Sanivet al 1%. Una inmersiôn instantanée del 
machete en una de estas dos disoluciones es suficiente para limpiar o descontaminar 
las herramientas.
Mientras se obtienen variedades comerciales resistentes, se pueden cultiver 
aquellas que no han presentado sintomas o que son moderadamente afectadas, 
siempre y cuando se utilice semilla sana, libre de la infecciôn, que debe provenir de 
semilleros tratados térmicamente.
En la mayoria de los casos, X.albilineans, es resistente a los tratamientos de 
termoterapia que comünmente se efectüan sobre la semilla vegetative para contrôler 
el raquitismo de la soca, enfermedad causada por la bacteria Clavibacter xyli subsp. 
xyli, que también afecta a la cana de azùcar. (Davis et al., 1984; Evtushenko et al., 
2000).
Con relativo éxito, para escaldadura de la hoja se ha empleado el sistema 
duel térmico en el cual se procédé cortando la semilla en fragmentes de una o dos 
yemas, se sumergen dichos fragmentes completamente en agua a temperatura 
ambiente durante 24 a 48 h y posteriormente se les somete a un tratam iento con 
agua caliente (50° G) durante 3 h (Ricaud y Ryan, 1989).
1.5.4. Xanthom onas aibiiineans. Organisme causai de la escaldadura
foliar en la cana de azùcar.
X. albilineans (Ashby 1929) Dowson (1943), es un organisme unicelular, 
perteneciente a la Divisiôn: Bacteria, File: Proteobacteria; Clase:
Gammaproteobacteria; Orden: Xanthomonadales; Familia: Xanthomonadaceae,
Género; Xanthomonas. Esta bacteria también es conocida como Agrobacterium  
albilineans (Ashby 1929) Savulescu (1947), Bacterium albilineans (Ashby 1929), 
Phytomonas albilineans (Ashby 1929) Magrou (1937), Pseudomonas albilineans 
(Ashby 1929) Krasil'nikov (1949), o Xanthomonas albilineans var. paspali.
30
Introducciôn
El género Xanthomonas comprende bacilos rectos y cortos, Gram-negativos, 
con flagelaciôn monotrica. En medio agar, producen un pigmente amarillo no 
difusible en el medio, hidrolizan Tween 80, no reducen nitrates (N O 3  ), ni producen 
H2S y su crecimiento es inhibido con dorure de tétrazolium al 0.15%.
Existen varias especies pertenecientes a este género, causantes de 
enfermedades en plantas, entre las que se puede destacar a X. campestris path. var. 
vasculorum , causante de la gomosis en Cruciferas y subsidiariamente en la cana de 
azùcar, X. ampelina, causante de la necrosis bacteriana de la vid., X. axonopodis pv. 
Qitri, causante del cancer de los citricos, X. oryzae pv. oryzicola, causante del rayado 
bacteriano de la hoja del arroz, entre otras.
X. albilineans es una bacteria Gram negativa, bacilar, aerobia, no esporulante 
y môvil gracias a un ùnico flagelo polar (Dowson, 1943). Las colonias de las bacterias 
aisladas tras ser cultivadas en medio Wilbrink modificado (Davis et al., 1994) 
presentan una coloracion amarillo palido debido al pigmento xantomonadina que 
producen, son brillantes, de pequeho tamano, convexas y no mucoides (F ig .12). Se 
caracteriza por un crecimiento lento (de cuatro a ocho dias), y présenta resistencia a 
los antibiôticos.
Figura 12: Colonias de Xanthomonas
albilineans  crecidas en medio Wilbrink.
En distintos paises se han registrado diversas grammeas como hospedantes 
naturales de la bacteria X. albilineans. Entre otras, se cuentan los pastos de dallis 
{Paspalum diiatatum), horquetilla {Paspalum conjugatum), brachiaria {Brachiaria 
piligera), guinea {Panicum maximum), elefante {Pennisetum purpureum), 
caminadora {Rottboellia cochinchinensis) y maiz (Zea mays).
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Aparentemente, la bacteria puede sobrevivir durante mucho tiempo en estas 
gramineas y convertirse en fuente de inôculo para la cana de azücar (Ricaud y Ryan, 
1989).
1.5.5. La albicidina como factor de virulencia.
X. albilineans produce una amplia familia de patentes antibiôticos y fitotoxinas 
denominadas albicidinas, las cuales son clave de patogenicidad y del desarrollo 
sistemâtico de la escaldadura foliar de la cana de azücar (Ricaud y Ryan, 1989; 
Zhang et al., 1998a, 1999). Ce rca de su concentraciôn minima inhibitoria, la 
albicidina causa un bloqueo complete de la sintesis de DNA seguido de una inhibiciôn 
parcial de la sintesis de RNA y proteinas y es causante de la clorosis producida en la 
planta, como consecuencia del bloqueo del desarrollo cloroplastico (Birch y Patil, 
1985b, 1987a, b). A pesar del papel bactericida que desarrolla la albicidina frente a 
un amplio rango de bacterias tan to Gram positivas como Gram negativas, también es 
considerada como un potente antibiôtico clinico (Birch y Patil 1985a). Los bajos 
rendimientos de albicidina obtenidos de la bacteria X. albilineans (0,2 mg de toxina 
purificada por litro en cultivo) (Birch y Patil, 1985b) han retrasado los estudios de la 
estructura quimica de la toxina, de la producciôn de albicidina durante el desarrollo 
de la enfermedad y de sus potentes aplicaciones terapéuticas.
Una caracterizaciôn parcial de la albicidina obtenida mediante espectroscopia 
de resonancia magnética nuclear de protones y ^^C, sugieren que el compuesto esta 
formado por varios anillos aromaticos y aproximadamente 38 atomos de carbono. A 
su vez, un analisis por espectrometria de masas indica que el peso molecular de la 
albicidina es de aproximadamente 842 Da y que dicha molécula contiene en su 
extremo un grupo carboxilo. La albicidina es soluble en metanol, tetrahidrofurano, 
dimetil sulfôxido y acetona al 95%, moderadamente soluble en agua y acetonitrilo e 
insoluble en disolventes menos polares. Se han llevado a cabo pruebas con reactivos 
en forma de aerosol (Stahl, 1969), obteniéndose reacciones propias de grupos acido 
y fenol. La actividad inhibitoria de la albicidina disminuye por tratam iento con 50 pg 
mL'^de pronasa durante 3 h a 37°C. Se han llevado a cabo estudios de mutagénesis 
y complementaciôn para llegar a dilucidar las bases genéticas de la sintesis de 
albicidina en X. albilineans.
Se pueden destacar très genes implicados en la sintesis de albicidina: xabA, 
xabB, y el xabC. El gen xabfî codifica una proteina larga con una arquitectura 
modular indicativa de una proteina quinasa multifuncional (PKS) unida a una péptido 
sintasa no ribosomal (NRPS) (Huang et al., 2001) (F ig .13).
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El gen xabC, localizado inmediatamente a continuaciôn del gen xabB, codifica 
una O-metiltransferasa-S-adenosil-L-metionina-dependiente (Huang et al., 2000a) 
(F ig .13).
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Figura 13: Organizaciôn de una parte de! cluster genômico responsable de la bloslntesls 
de la albicidina. La situaclôn y direcclôn de los très ORFs (Open Reading Fram e) estàn 
Indicados con las fléchas de mayor grosor. Las llneas verticales Indican la posiclôn de las 
enzim as de restricclôn: E, EcoRl; B, Bam  H I; S, Spel; N, N col. Las llneas verticales con 
triàngulos (A) Indican la posiclôn de los lugares de posiclôn mutagénicos o el lugar de 
Inserclôn TnS, y los m utantes résultantes estàn Indicados entre paréntesis. Las fléchas 
situadas encima del mapa fisico, Indican la situaclôn de los prim ers utilizados para 
am pllficar la secuencla "dow nstream "  del lugar de restricclôn de Eco R I mediante IPCR. 
Las regiones clonadas m ediante ensayos de complementaciôn se muestran debajo del 
maoa.
El gen xabA, localizado en otra region del genoma, codifica una 
fosfopanteteinil tranferasa necesaria para la activaciôn enzimatica post-traduccional 
de PKS y NRPS (Huang et al., 2000b) (F ig .14).
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x abA
Figura 14: Mapa de restricclôn de los clones Incluyendo el gen xabA  de Xanthomonas  
albilineans. La situaclôn y direcclôn de la transcripciôn de xabA, y los demàs ORFs Indicados 
mediante la secuencla de anàllsis, estàn senalados por fléchas. El évidente term inador 
transcripcional està Indicado como A; el promoter ,— RBS #. Las enzimas de restricclôn 
utilizadas son: E, EcoRI; P, Pstl; C, C /al; y H, H in d lII .
El sistema descrito hasta ahora guarda una curiosa semejanza con la 
elucidaciôn del sistema genético que codifica para epotilonas en Sorangium 
cellulosum. Tang et al. (2000) han sido capaces de clonar un conjunto de genes para 
la sintesis de epotilonas, de 56 kb, e introducirlo en Streptomyces coelicolor, un 
microorganismo que replica diez veces mas deprisa que S. cellulosum y, por tanto, 
de mucho mayor interés industrial. Este gen expresa prâcticamente todas las 
proteinas necesarias para la sintesis de epotilonas. Es capaz de codificar 9 modules 
de una policetona sintasa (PKS), enzima que incorpora unidades ceto de dos atomes 
de carbono hasta construir el esqueleto de la epotilona, un module de una péptido 
sintetasa no ribosomica (NRPS), una citocromo P450 epoxidasa y dos proteinas 
transportadoras de antibiôtico.
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Figura 15: Reacciôn de formaciôn del heterociclo tiazol por acciôn del prim er modulo 
de una policetona sintasa (PKS).
El primer modulo del sistema PKS y el modulo NRPS coopéra n en la formaciôn 
del heterociclo tiazol de la epotilona a partir de acetato y cisteina, por reacciones 
sucesivas de condensaciôn, ciclodeshidrataciôn y deshidrogenaciôn (F ig .15 ). 
Posiblemente esta ultima transformaciôn sea funciôn de un dominio enoil reductasa 
en el primer môdulo PKS, dominio que hasta ahora se habia venido considerando 
como criptico. Los sucesivos môdulos PKS contienen la deshidrasa correspondiente 
salvo el môdulo 4, que carece de ella, debiendo haber sido responsable de la 
deshidrataciôn que construye un doble enlace entre los carbonos 12 y 13, lo que 
daria lugar a la formaciôn de las epotilonas C y D. Por tanto, esta deshidrataciôn 
podna llevarse acabo gracias al dominio DH del siguiente môdulo, lo cual séria 
atipico, bien gracias a una enzima post-PKS modificadora de la estructura (Fig. 16 ).
Los genes albA de Kleibsiella oxytoca y el gen albB de Alcaligenes denitrificans, 
codifican unas proteinas de caracter bâsico (ambas con puntos isoeléctricos de 10.9) 
que se unen a la albicidina para formar un complejo sin actividad antibiôtica. El 
mecanismo de actuaciôn de estos genes es de momento desconocido, y no esta claro 
cômo estos microorganismos pueden mantener de forma natural contacto con la 
albicidina.
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Figura 16: Las ultimas deshidrataciones que conducen a la estructura final de las 
epotilonas.
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La union de la albicidina a ambas proteinas es reversible mediante 
desnaturalizaciôn con calor, incluso en células intactas, indicando que estas proteinas 
no modifican di recta mente la union covalente de la albicidina a sus ligandos 
(Basnayake y Birch, 1995; Walker e f a/., 1988).
Existe un ùnico sitio de union de alta afinidad sobre AlbA con una Kd =6.4 10*® 
M, por lo que el complejo AlbA-albicidina es muy estable (Zhang et al., 1998b). Las 
proteinas AlbA y AlbB muestran una secuencla similar ùnicamente en los 15 
aminoacidos del extremo N-terminal. Los genes albA y albB confieren una mayor 
resistencia cuando son expresados en E.coli. Estos genes son de g ran interés para 
los posibles avances transgénicos en la resistencia a la escaldura foliar y para la 
producciôn de una matriz de afinidad que permita una eficiente purificaciôn de 
antibiôticos de tipo albicidina (Zhang et al., 1998b).
La bacteria Pantoea dispersa (también llamada Erwinia herbicola), resistente a 
la albicidina, fue aislada de cana de azùcar afectada por la escaldadura foliar. Dicha 
bacteria, mostrô una elevada capacidad detoxificante a nivel extracelular frente a la 
albicidina. El organisme proporciona un complete biocontrol frente a la transmisiôn 
de la enfermedad cuando se coinocula con X. albilineans, incluso cuando las 
concentraciones del patôgeno se incrementan 10® veces en plantas que son 
altamente susceptibles a la enfermedad (Zhang y Birch, 1996, 1997b).
El gen albD clonado de esta bacteria, codifica una este rasa perteneciente a la 
superfamilia de las serin-hidrolasas. La proteina AlbD detoxifica de todos los 
antibiôticos de tipo albicidina producidos en cultivo con X. albilineans, sobre una 
amplio rango de temperatura y pH y sin requerimiento de un complejo cofactor. El 
gen aumenta en 200 veces la resistencia a la albicidina cuando es expresado en 
E.coli (Zhang y Birch, 1997a).
Clones côsmidos, involucrados en las regiones conocidas de biosintesis de la 
albicidina en X. albilineans, no confieren resistencia a la albicidina en E. coli. 
Recientemente, el gen de una proteina involucrado en el transporte de la albicidina 
ha sido clonado de X. albilineans y se ha visto que se produce un aumento en la 
resistencia a la albicidina cuando es expresado en E. coli (Bostock, et al., 2006). Las 
plantas con capacidad detoxificante de albicidina no desarrollan los sintomas 
clorôticos de la enfermedad en hojas inoculadas, mientras que las plantas no 
transformadas presentan sintomas severos de la enfermedad.
Las lineas transgénicas con alta actividad AlbD en tallos jôvenes también 
estan protegidas frente a multiplicaciones sistémicas del patôgeno, acciôn precursora 
de la enfermedad.
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1.6. XANTANO.
1.6.1. Caracteristicas générales del xantano.
El xantano, o goma xantana, es un polisacéhdo extracelular producido por las 
bacterias del género Xanthomonas, y fue descubierto por primera vez en la bacteria 
Xanthomonas campestris B-1459. X. campestris pertenece a la familia 
Xanthomonadaceae (mencionada en el apartado anterior titulado Escaldadura foliar), 
por lo que la bacteria X. campestris com parte las caracteristicas ya mencionadas en 
dicho apartado. Cabe destacar que todos los medios de cultivo empleados para el 
crecimiento de este microorganismo son bastante compiejos.
Los medios de cultivo més utilizados son el YM (Jeanes et ai., 1976) y una 
variante semisintética de este medio denominada YM-T (Cadmus et ai., 1978). El 
crecimiento de la bacteria en ambos medios es similar y los rendimientos méximos 
de biomasa obtenidos son también muy similares. Sin embargo, las dos fuentes de 
nitrôgeno que lleva incorporado el medio YM-T hacen que el patron de crecimiento 
obtenido en dicho medio sea diaüxico (Santos, 1993).
X. campestris se ha cultivado en un rango de diferentes temperatures 
comprendido entre los 25° C y los 30° C (Rogovin et al., 1965; Moraine y Rogovin, 
1971; Silman y Rogovin, 1972; Kennedy et al., 1982; de Vuyst et al., 1987; Lee et 
al., 1989; Schweickart y Quinlan, 1989; Shu y Yang, 1990). Varios au to res (Moraine 
y Rogovin, 1966; Shu y Yang, 1990, 1991; Santos, 1993) han estudiado como 
influye la temperatura en el crecimiento de la bacteria utilizando un rango de 
temperatures comprendido entre 22 y 35° C, observandose que la temperatura 
optima de crecimiento en el medio de cultivo es de 28° C (Santos, 1993).
El aspecto fisico del xantano es el de un polvo color crema que se disuelve en 
agua caliente o frfa produciendo disoluciones de viscosidad relativamente alta a 
concentraciones bajas. La viscosidad es alta en un amplio intervalo de 
concentraciones y las disoluciones son estables en un amplio rango de pH, 
concentraciôn de sales y temperatures. Estas caracteristicas son muy favorables para 
la economia de operaciones en las que se le usa como espesante. El descubrimiento 
del xantano fue el resultado de un programa de bûsqueda sistematica o screening 
iniciado por el departamento de agriculture de EEUU.
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Como consecuencia del éxito comercial del dextrano en la década de 1940, el 
departamento iniciô un programa exhaustivo de bûsqueda de microorganismos 
capaces de producir polisacaridos soiubles en agua en cultives sumergidos. El 
resultado de este programa fue el descubrimiento del xantano en la década de 1950 
en los laboratories del Northern Regional Research Laboratories (NRRL).
Durante la década de 1960 se llevaron a cabo investigaciones a escala pilote 
en varios laboratories industriales y la producciôn comercial comenzô a principles de 
1964. El conocimiento acumulado en la época sobre los requerimientos nutricionales 
de X. campestris era amplio por tratarse de un importante fitopatôgeno, causante de 
enfermedades en cruciferas y subsidiariamente en la cana de azùcar.
El xantano se convirtiô en el primer producto biopolimérico de una 
fermentaciôn de azùcar de maiz que tuvo importancia comercial. A raiz de su éxito, 
comenzaron a estudiarse otros polisacaridos microbianos, pero hasta el momento, el 
xantano es el que posee mayor volumen de producciôn, rango de aplicaciones y el 
ùnico aprobado para uso en alimentes. A finales de 1992 la capacidad mundial de 
producciôn de biopolimeros (principalmente xantano) excedia las 30.000 toneladas 
anuales a precios de 10 a 20 US$ kg'^ y en 1996 constituia el segmente de la 
industria de polisacaridos de mayor crecimiento, con un 7% anual, desplazando a 
otras gomas naturales (Flores-Candia, 1998; Slodki, 1998).
1.6.2. Estructura.
La molécula de xantano producido por X. campestris, consta de una cadena 
principal de D-glucopiranôsido con enlaces p-1,4, semejante a la celulosa. A la 
cadena se anexan cadenas latérales de trisacarido compuestas por residues de D- 
manopiranôsido y de acido D-glucurônico. Los residues de manôsido con enlace o- 
1,2 tienen sustituciones 6-0-acetilo. Un promedio de aproximadamente la mitad de 
los grupos terminales del a-D-manôsido tienen sustituciones 4 ,6 -0 - ( l-  
carboxietilideno), por ejemplo el acido pirùvico con enlace 4,6 acetal. Se le asigna 
como fôrmula promedio C32.34H49.94O28.34Na1.38 (Fig.17).
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Figura 17: Estructura del xantano de Xanthom onas campestris. = Na, K o Vz Ca.
Algunas aplicaciones industriales requieren que el contenido de piruvato 
supere ei 3.3% en peso, siendo su vaior ei mejor indicador de la calidad del producto 
(Flores-Candia, 1998). La distribuciôn de pesos moiecuiares del xantano abarca ei 
rango de 2 a 16 x 10^ Da y depende de las condiciones de fermentaciôn (Garcia- 
Ochoa, 2000).
1.6.3. Propiedades reolôgicas.
La molécula de xantano tiene dos conformaciones, una de hélice y otra de 
cadena desordenada, dependiendo de la temperatura a la cual se reallza la disoluciôn. 
Esto hace que la viscosidad de la disoluciones dependa no solo de la temperatura a la
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cual se mide la viscosidad sino también de la temperatura a la cual se disuelve el 
polisacarido (Garcia-Ochoa et al., 2000 a).
Las disoluciones de xantano son estables respecte de la acciôn del calor en un 
amplio intervalo de temperaturas y su estabilidad aumenta con sales catiônicas 
mono y divalentes. La viscosidad es independiente del pH en presencia de sales a pH 
entre 1 y 13 (Slodki, 1998).
El comportamiento reolôgico de las disoluciones de xantano ha sido descrito 
mediante la ecuaciôn de Ostwald de Waele y la ecuaciôn de Casson, mostrando 
ambos modelos un excelente ajuste a los datos expérimentales en el rango de 
velocidades de corte de 0.39 a 79.2 s'^ (Garcia-Ochoa, 2000).
T =  K y  " =  ( K y  y = K  y Ecuaciôn de Ostwald de W aele  
T ” = X 0 + Kc y Ecuaciôn de Casson
en donde PaSS la viscosidad aparente, y la velocidad de corte, x la tensiôn de corte, K  
el Indice de consistencia, n el indice de comportamiento y la constante de Casson. 
Estos para metros son funciones conocidas de la concentraciôn y temperatura de 
mediciôn y se tabulan para diferentes temperaturas de disoluciôn.
La relaciôn de la viscosidad aparente con la concentraciôn puede calcularse 
mediante la siguiente ecuaciôn empfrica, obtenida a partir del modelo Ostwald de 
Waele bajo condiciones constantes de velocidad de corte y temperatura de disoluciôn.
A^a = a Cp
1.6 .4 . Interacciôn con otras gomas.
La propiedad mas excepcional del xantano es la reactividad con 
galactomananos como la goma de guar y la goma de algarrobo. La adiciôn de 
cualquiera de estos galactomananos a una disoluciôn de xantano a temperatura 
ambiente causa un incremento sinérgico de la viscosidad. La viscosidad de estas 
mezclas depende del xantano y de las estructuras de los galactomananos (Dea et al., 
1986; Casas y Garcia-Ochoa, 1999). Los cambios conformacionales del xantano en 
disoluciôn dependen de la temperatura de la misma. Cuando el xantano es disuelto a 
bajas temperaturas (inferiores a 40°C), adquiere una conformaciôn ordenada que
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permite una mejor interacciôn entre ias moiécuias del xantano y ei galactomanano 
(F ig .18). (Dea et al., 1977; Tako y Nakamura, 1984; Casas y Garcia-Ochoa, 1999).
La goma guar y la goma de algarrobo son los galactomananos més utilizados 
a nivei industrial (M a ie re fa /., 1993).
 ^H airy regiorf'
''Smooth region
/ GOMA DE ALGARROBO
X A N TA N O
Doble hélice dispuesta 
segün conformaciôn
Figura 18: Interacciôn entre el xantano y el galactomanano.
Estan formados por una cadena principal de unidades de manosa asociadas a 
una unidad monomolecular de gaiactosa. La relaciôn entre galactosa y manosa y su 
distribuciôn en la cadena principal es caractenstica de cada galactomanano (Hui y 
Neukon, 1964). Los residuos de galactosa no tienen una distribuciôn uniforme; 
existen regiones sin gaiactosa también conocidas como "smooth regions", y otras 
regiones presentan un eievado numéro de residuos de gaiactosa conocidas con ei 
nombre de "hairy regions". Las "smooth regions"son las que favorecen la interacciôn 
con la molécula del xantano, pero esta regiôn es soluble sôio a 80°C (Hui y Neukon, 
1964; Dea et ai., 1977; Garcia-Ochoa y Casas, 1992). Por ello, la interacciôn entre ei 
xantano y el galactomanano es favorable cuando el xantano es disuelto a 
temperaturas inferiores a 40°C y el galactomanano a elevada temperatura (80°C). 
Las combinaciones de xantano y goma de algarrobo forman geles elasticos mientras 
que ias combinaciones de xantano con goma guar producen viscosidades mas 
eievadas de lo esperado pero no forman gel (Cottrell y Baird, 1998).
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1.6.5. Toxicidad.
Las propiedades toxicoiogicas y de seguridad dei xantano se investigaron 
intensamente para determinar su aplicabilidad en alimentos y farmacos (Garcia- 
Ochoa et al., 2000a). El xantano no es tôxico y no inhibe el crecimiento. No provoca 
sensibiiizaciôn ni irritaciôn ocular o de la piel. La Food and Drug Administration (PDA) 
de EEUU lo aprobô en 1969 como aditivo alimentario sin ningün limite especifico de 
cantidad. En 1980, la comunidad econômica europea agregô el xantano a la lista de 
emulsificantes/estabilizantes aiimentarios permitidos con el numéro de item E-415.
1.6.6. Aplicaciones.
El xantano se agrega a los alimentos para controlar ia reologia dei producto 
finai. Ei polimero produce un gran efecto sobre propiedades como la textura, 
liberaciôn de aroma y apariencia, que contribuyen a la aceptabilidad del producto 
para su consumo. Por su caracter pseudoplastico en disoluciôn, el xantano produce 
una sensaciôn menos gomosa en la boca que las gomas con comportamiento 
newtoniano (Fiores-Candia, 1998; Garcia -Ochoa et al., 2000a). Su comportamiento 
como antioxidante es mayor que el de otros polisacaridos debido a su gran capacidad 
de unirse a metales y a su comportamiento viscoso (Tabla IV ).
En ia industria farmacéutica y cosmética ei xantano se usa como agente 
emuisificante y para dar cuerpo al preparado. Los productos de cuidado personal 
como champü, cremas, lociones, maquillajes, productos de cuidado capiiar y 
dentifrico pueden formuiarse con xantano. Ei xantano otorga a ias cremas y iociones 
una buena sensaciôn en ia piei durante y después de ia aplicaciôn. En ia industria 
farmacéutica, ei xantano se usa para mantener en suspensiôn los antibiôticos u otros 
farmacos y para lograr formulaciones de dosificaciôn uniforme o estabiiizar cremas 
conteniendo farmacos.
En ias apiicaciones agricoias, ei xantano se usa como agente de suspensiôn o 
espesante. Se utiiiza para mejorar ia eficiencia de fungicidas, herbicidas e 
insecticidas al suspender uniformemente los componentes sôlidos de las 
formulaciones en sistemas acuosos o ai estabiiizar emuisiones y sistemas 
multifasicos iiquidos.
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Las propiedades reolôgicas dei xantano faciiitan la pulverizaciôn, reducen la 
dispersiôn con el viento e incrennentan la persistencia y adhesiôn del pesticida.
USO APLICACION
Adhesivo Glaseados y recubrimientos
Agiutinante Alimentos para mascotas
Recubrimiento Confiteria
Emuisificante Aderezos para ensaladas
Encapsulante Saborizantes en polvo
Formaciôn de pelicula Recubrimientos protectores, envoltura de salchichas
Estabilizante de espuma Cervezo
Sustituto de gluten y 
procesamiento de masa Panaderla, postas
Estabilizante Helados, aderezos, jugos, margorina
Agente de hinchamiento Productos procesados de carne
Mejorador de estabilidad en la 
congelaciôn y descongelaclôn Queso, alimentos congelados
Espesante Dulces, salsas, Jarabes y rellenos de pasteles
Tabla IV : Usos pràcticos del xantano en la industria de alimentos.
En la industria petrolera, se utiiiza en los lodos de perforaciôn como lubricante 
y como polimero de inundaciôn para controlar la movilidad del agua en los procesos 
terciarios de recuperaciôn mejorada del petrôleo (Guerrero et al., 1986; Littman, 
1988). En la recuperaciôn secundaria de petrôleo se adiciona para reducir la 
permeabilidad y reducir ia moviiidad dei agua ai incrementar su viscosidad. Las 
disoluciones de xantano también se aplican a liquides de fractura. La fractura 
hidràulica permite mejorar ia productividad del pozo mediante fracturas profundas en 
el reservorio. La reologia del xantano permite una transmisiôn de presiôn maxima a 
la formaciôn y fricciôn minima en la tuberia y reservorio.
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Otros usos industriales son la fabricaciôn de tintas para impresiôn a chorro, 
procesos para remociôn de metales disueltos en minena y peliculas termo curables 
con ventajas medioambientales.
1.6.7. Proceso de producciôn del xantano.
El proceso tipico de producciôn de xantano es discontinue (Fiores-Candia, 
1998; Garcia-Ochoa et al., 2000 b). Comienza con la conservaciôn y el cultivo de la 
cepa de X. campestris. La cepa seleccionada se conserva a largo plazo con métodos 
como liofilizaciôn y congelamiento a fin de mantener sus propiedades. Del cultivo 
conservado se toma una pequeha cantidad y se hace crecer en medios sôiidos o 
liquides. Se cultiva en plaças de pétri, erienmeyers y fermentadores pequehos hasta 
obtener el inôculo. El inôculo ingresa en el biorreactor junte con el medio de 
producciôn previamente esteriiizado. Ei medio de producciôn contiene como fuente 
de carbono sacarosa, giucosa o jarabe de maiz en concentraciones de 20-40 g L '\  
También contiene fuentes complejas o inorgénicas de nitrôgeno y otros nutrientes en 
mener cantidad. La fermentaciôn se lieva a cabo en condiciones aerobias, 
controiandose la temperatura, pH, oxigeno disuelto, formaciôn de espuma y 
agitaciôn. Ai finai de la fermentaciôn se separan ias céiulas por centrifugaciôn o 
filtraciôn. El xantano formado se sépara tipicamente por precipitaciôn con agentes 
como isopropanol, etanol o acetona, agregado de sales y ajuste de pH. De acuerdo 
con las regulaciones de la FDA para usos alimenticios, se debe utilizar isopropanol 
para su precipitaciôn. El agente précipitante se récupéra por destiiaciôn. Ei producto 
precipitado se lava, se seca, muele y envasa. A veces se somete a tratamientos 
enzimaticos intermedios para modificar sus propiedades (Fig. 19).
1.6.8. Variables de proceso.
Un aspecto importante del proceso es la cepa bacteriana. La cepa puede sufrir 
con el tiempo degradaciôn hacia variantes que no producen xantano si no se utiiizan 
buenas técnicas de conservaciôn (Garcia-Ochoa et al., 2000b). Actualmente existen 
variedades genéticamente modificadas en ia cuaies se incrementô ia producciôn de 
xantano mediante mutaciones o el agregado de informaciôn genética exôgena que 
contrôla la sintesis de xantano.
45
Introducciôn
Se han investigado variedades que utiiizan ia iactosa como fuente de carbono 
por insercion de un plàsmido con un gen que codifica la enzima p-galactosidasa, 
pero estas presentaban problemas de estabilidad en ei tiempo. Se aislaron mutantes 
que producen goma con mayor contenido de piruvato y también sin piruvato. 
Mediante ia ingenieria genética, se estudian modificaciones para eiim inar la 
producciôn de metabolites indeseables como ias enzimas que degradan la celulosa 
(Harding et al., 1995).
Xanthomonas
campestris
CRECIMIENTO
” INÔCULOBIORREACTOR
CÉLULAS
ALCOHOL
DESTILACIÔN
ALCOHOL U 
OTRO  
AGENTE
ALCOHOL U 
O TRO  
AGENTE
5EPARACIÔN
PASTEURIZACIÔN
PRECIPITACIÔN
EXTRACCIÔN DE 
LAS CÉLULAS
LAVADO. SECAbO, 
MOUDO y 
ENVASADO
FERMÊNTACK^ ÊN 
C O m iC lO N E S  AEROBIAS.
MEDIO DE 
PRODUCCIÔN Y 
CONDICIONES 
DE CULTIVO.
Figura 19: Esquema del proceso de obtenciôn del xantano.
Otro aspecto a controlar es la etapa de generaciôn del inôculo. Se pretende 
que la producciôn de xantano sea pequeha ya que ei xantano airededor de ias céiulas 
dificulta el transporte de nutrientes y aumenta el tiempo de la fase de latencia del
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crecimiento. Se trabaja en varias etapa s en las que se restringe el tiempo de cultivo.
En cada etapa se inocula un 5-10% del volumen total del tanque y se hacen 
tantas inoculaciones como sean necesarias de acuerdo al volumen del biorreactor de 
producciôn (Garcia-Ochoa et al., 1997). El medio de producciôn debe estar 
optimizado ya que tiene una gran infiuencia en el crecimiento y la producciôn de 
xantano. Los carbohidratos mas utilizados son giucosa o sacarosa, a una 
concentraciôn de 20 a 40 g L '\  ya que a concentraciones mayores se inhibe el 
crecimiento bacteriano. Como fuente de nitrôgeno se utiiizan fuentes organicas como 
por ejempio extractos de soja o inorgénicas como nitrato de amonio.
La relaciôn carbono/nitrôgeno usualmente es mas baja en el medio de 
producciôn que para el crecimiento y existen discrepancies en cuanto a su efecto 
sobre el rendimiento y ia productividad (Flores-Candia, 1998). El medio también 
afecta la calidad de la goma; por ejemplo, el grade de sustituciôn por piruvato y 
acetato depende de la concentraciôn de los micronutrientes. Ademas de la operaciôn 
discontinua o batch, au to res como Funahashi et al. (1987) han estudiado ia 
modalidad fed-batch, en la cual la fuente de carbono se agrega gradualmente. Esto 
permite mantener el nivel de giucosa entre 30 y 40 g L '\  lo cual es ôptimo para la 
producciôn de xantano.
La aplicaciôn industrial de la modalidad fed-batch no ha prosperado debido a 
que el incremento de la producciôn es pequeho y al final del proceso queda una gran 
cantidad de giucosa rémanente (Flores-Candia, 1998). Otra modalidad propuesta es 
ia fermentaciôn continua. Con ella se han alcanzado las mayores productividades 
especificas conocidas. Lamentabiemente, ia fermentaciôn continua présenta 
problemas practices a escala industrial. Por una parte es dificil el mantenimiento de 
la esterilidad, pudiendo aparecer mutantes de rapido crecimiento que no producen 
xantano.
Otro problema es que en el medio de cultivo queda una gran cantidad de 
carbohidrato sin utiiizar, io cual perjudica la economia del proceso y dificulta la 
separaciôn posterior. En cuanto ai pH, ei control para mantenerlo en el ôptimo de 
6,8-7 mejora el crecimiento pero inhibe la producciôn de goma una vez alcanzada ia 
fase estacionaria. Si se trabaja sin control de pH se logra mayor producciôn de goma, 
ya que esta continua produciéndose durante ia fase estacionaria (Garcia-Ochoa et al., 
2000b). Una variabie de suma importancia es el suministro adecuado de oxigeno. 
Las células lo requieren tanto para ei crecimiento como para ia producciôn. Los 
reactores mas usuales son tanques agitados con difusor de aire. Ai progresar la 
fermentaciôn, se produce un incremento de viscosidad que tiende a reducir la 
velocidad de transferencia de oxigeno.
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La transferencia de oxigeno puede controlarse modificando la velocidad de 
agitaciôn y el caudal de aire. Si se usa una excesiva veiocidad del agitador, se 
producen dahos mecànicos a las células. Se logra un compromiso entre la 
transferencia de oxigeno y los dahos a las células aumentando gradualmente la 
velocidad de agitaciôn a lo largo de la fermentaciôn. El control de espuma se hace 
necesario ya que el cultivo tiende a formarla ante ia intensa aireaciôn. La generaciôn 
incontrolada de espuma provoca pérdidas de medio de cultivo a través de la salida 
de gases y para controlarla se agregan pequehas cantidades de antiespumantes. La 
temperatura del proceso es una variable que afecta la velocidad de todas las etapas 
bioquimicas y los fenômenos de transporte de nutrientes, metaboiitos y oxigeno. 
Influye por tanto en la cinética neta del crecimiento ceiular y la producciôn de 
xantano, lo que en ultima instancia détermina ei rendimiento y los tiempos de 
fermentaciôn.
1.6.9. Xylella fastidiosa.
Xylella fastidiosa es una bacteria fitopatôgena, limitada ai xilema y causante 
de un amplio rango de enfermedades en piantas, produciendo graves consecuencias 
econômicas. Xylella fastidiosa es la causante de la clorosis variegada de los citricos 
(CVC). Fue detectada esta enfermedad por primera vez en Brasil en el ano 1987. Los 
frutos afectados son de pequeho tamaho, duros y sin valor comercial (Rosseti, et a i,  
1990). Actualmente el control de la enfermedad (CVC), se limita a la poda de los 
brotes infectados, la aplicaciôn de insecticidas y ei uso de plantas sanas para huertos 
nuevos.
Ademas de CVC, otras cepas de X. fastidiosa causan un amplio rango de 
enfermedades en plantas econômicamente importantes, Incluyendo la enfermedad 
del taladro de la vid, enanismo de la alfalfa, quemadura de la hoja del ciruelo, y 
también causa enfermedades en mora, peraies, almendros, olmo, roble, arce y café, 
entre otros (Chang et al., 1993).
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1.6.9.1. Las protemas involucradas en transporte
Los sistemas de transporte son los componentes principales en la relaciôn 
hospedador y agente patôgeno. Hay un numéro eievado de transportadores de iones 
y transportadores para los carbohidratos, aminoacidos, péptidos, n itrato/ nitrito, 
sulfato, fosfato y vitamina B12 (F ig .20 ). Se conocen cinco receptores externes de 
membrana, todos ellos asociados al transporte de hierro. Los complejos excitadores, 
TonB -  ExbB -  ExbD y TolA -  ToIR -  TolQ, son esenciales para el funcionamiento de 
los receptores exteriores de la membrana. En total, 67 genes codifican las protemas 
involucradas en el metabolismo del hierro. El genoma de X. fastidiosa codifica una 
bateria de protemas que median ia inactivaciôn de drogas y desintoxicaciôn, la 
alteraciôn de blancos potenciales de droga, prevenciôn de entrada de droga y 
extrusion activa de drogas y toxinas. Éstos incluyen los transportadores ABC y los 
procesos de transporte conducidos por un gradiente de protones (Paulsen et a/., 
1998).
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Figura 20: Esquema representative del proceso bioquimico que involucra a Xylella fastidiosa 
en la patogenicidad y supervivencia en el xllem a del hospedador.
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(Figura 20): En este esquema se representan en negrita las principales 
categories funcionales, los genes bacterianos y los productos relaclonados 
con dicha funclôn quedan englobados dentro de cada secclôn parclallzada  
perteneclendo al encabezam iento remarcado en negrita. Los 
transportadores estan representados por cilindros, canaies; Los ôvalos 
representan a los transportadores secondaries, Incluyendo a la fam illa MFS; 
las altéras pareadas representan los transportadores secondaries 
responsables de la extrusion de droga; las altéras triples se corresponden 
con los transportadores ABC; el Icono con form a de bombllla se corresponde 
con la ATP sintasa de tlpo F; los cuadrados son otros transportadores.
Los Iconos con dos fléchas representan los sistemas de simporte y 
antiporte (transportadores de o Na+, a menos que se Indique de otra  
m anera). El 2,5 DDOL (2 ,5 -d lc lo ro -2 ,5c lc lohexad leno-l,4 -do l); las siglas EPS 
(representan los exopollsacârldos); MATE représenta a la fam illa m ultl- 
antlmlcroblana de estrusiôn de los transportadores m ultldroga responsables 
del eflu jo del gen XF2686; MFS représenta al facllltador principal de la 
fam illa de transportadores; Pbp représenta a la p-lactamasa de tlpo  
penicllina unida a protema (X F 1621 ). RND, représenta a la superfam illa de 
transportadores Involucrados en la resistencla y nodulaclôn celular; ROS, 
especles reactivas al oxigeno.
1.6.9.2. Adhesion.
X. fastidiosa esta generalmente embebida en una matriz translûcida 
extracelular en la planta. Se producen acumulaciones de bacterias dentro de los 
vasos xileméticos, causando una obstrucciôn que se traduce en un estrés hidrico 
para la planta, producléndose enrollamiento de las hojas (Chagas et ai., 1992). Del 
analisis de la secuencla compléta del genoma, se puede deducir que la matriz esta 
compuesta de polisacéridos extracelulares (EPSs) sintetizados por enzimas 
intimamente relacionadas con las de la bacteria X. campestris pv campestris (Xcc) 
que producen el ya mencionado xantano (Tang et al., 1991).
Comparado la secuencia génica de X. fastidiosa con Xcc, sin embargo, no se 
détecta el gen gum l (que codifica la proteina glicosiltransferasa V, que incorpora la 
manosa term inal), ni el gen gumL (codificando la cetolasa, la cual incorpora el 
piruvato al polimero) o el gen gumG (codificando una acetiltransferasa que adiciona 
el acetato), por lo que se puede deducir que el xantano producido por X. fastidiosa
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es menos viscoso que el producido por el género Xanthomonas. La estructura bésica 
del polisacarido producido por X. fastidiosa es la de un tetramero, altamente repetido.
El tetrasacérido estaria ensamblado por la adiciôn secuencial de UDP-glucosa, 
UDP glucosa, UDP-manosa y acido UDP-glucurônico (Rodrigues et ai., 2001) (Fig. 
21).
La regulaciôn positiva de la sintesis de enzimas extracelulares y de EPSs en 
Xanthomonas es llevado a cabo por protemas codificadas por el rpf (factor de 
regulaciôn de patogenicidad) del cluster. Las mutaciones en cualquiera de estos 
genes en Xanthomomas producen una inhibiciôn en la sintesis de los EPS. Como 
consecuencia, la cepa sa I va je  se convierte en una cepa no patôgena tras la 
mutaciônX. fastidiosa contiene genes que codifican RpfA, RpfB, RpfC y RpfF, 
sugiriendo que ambas bacterias pueden regular la sintesis de factores de 
patogenicidad de los EPS a través de mecanismos similares (Tang et al., 1991).
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Figura 21: Estructura del xantano de Xylella fastidiosa. -  Na, K o Vz Ca.
Las fimbrias que posee la bacteria son facllmente (détectables me(diante 
microscopia electronica cde la bacteria aloja(da en la planta o en el insecte que actùa 
como vector. Se cree que las fimbrias estan involucradas en las interacciones planta-
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bacteria y en las interacciones bacteria-bacteria durante el proceso de colonizacion 
del xilema. Ademés de los EPS, las fimbrias juegan un papel decisivo en la entrada 
de la bacteria y adhesion a las paredes del xilema (Raju y Wells, 1986; Fernandez y 
Berenguer, 2000).
1.6.9.3. La migraciôn entre vasos conductores.
El movimiento de la bacteria en los vasos del xilema es déterminante para la 
colonizacion efectiva de la planta. Para que esto ocurra, es necesario que se 
produzca cierta degradaciôn de las paredes de los vasos xileméticos. De las enzimas 
hidroliticas capaces de llevar a cabo dicha funciôn, se destaca un precursor de la 
poligalacturonasa y una celulasa.
1.6.9.4. La toxicidad.
Los miembros de la familia de toxinas Repeats Toxin (RTX), son un grupo de 
toxinas producidas por bacterias Gram negativas de distintas especies como las 
Xanthomonadaceae. Se trata de citolisinas formadoras de poros con g ran variedad 
de células y huéspedes blanco de acciôn. En X. fastidiosa se han identificado cinco 
genes para la hemolisina: Haemolisina I I I  (XF0175), que pertenece a una familia 
proteica todavia sin caracterizar y otros cuatro (XF0668, X F lO ll,  XF2407, XF2759) 
que pertenecen a la familia de la toxina RTX. Uno de estos ORFs (Open Reading 
Frame) esté estrechamente relacionado con la bacteriocina y la toxina RTX, que 
también ha sido encontrada en plantas que contienen la bacteria Rhizobium 
leguminosarum  (Rahme et al., 1995; Oresnik et al., 1999; Lally et al., 1999; 
Harvarstein et al., 1994).
Hay dos colicinas-V que son precursoras de proteinas. El a para to necesario 
para la biosintesis de colicina y su secreciôn esté también présente. Estos genes 
estén disperses en el cromosoma bacteriano (Harvarstein et al., 1994). En definitive, 
X. fastidiosa produce un nuevo exopolisacérido (EPS), diferente al de X .campestris y 
semejante al de X. albilineans (descrito més adelante). X. fastidiosa tiene todos los 
genes necesarios para sintetizar los compuestos intermediaries requeridos en la 
sintesis de este nuevo EPS (Hassier y Doherty, 1990). El exopolisacérido segregado 
por esta bacteria esté directamente relacionado con la patogenicidad de la misma. 
Este EPS podria estar involucrado en la formaciôn de un "biofilm " necesario para el 
acercamiento y supervivencia de las bacterias en los dos ambientes
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hidrodinémicamente turbulentos en los que se encuentra: los vasos xileméticos y las 
bombas absorbantes de los insectos vectores.
La inhibiciôn de la producciôn de EPS impedirîa que la planta desarrolle los 
sintomas tipicos de la enfermedad y también afectana a la dispersion de la misma 
(Dow et a/., 2000).
1.7. XANTANO DE Xanthom onas albilineans.
La bacteria X. albilineans, causante de la escaldadura foliar en la caha de 
azücar, ha sido descrita en apartados anteriores. El patôgeno esté confinado en los 
haces vasculares de tallo y hojas de la planta, los cuales estén a menudo 
parcialmente ocluidos, preferentemente los haces floeméticos y las células 
mesofilicas vecinas, con una sustancia de aspecto gelatinoso o gomoso (Martin y 
Robison, 1961) (Fig, 22 ),
Figura 22. Ampliaciôn de una secciôn transversal de hoja enferm a de caha 
de azùcar mostrando depôsitos de exudado gomoso (eg ) que obtura los 
elem entos floem éticos (p h ) m ientras que las células del mesôfilo (m e) que 
ocupan la capa inm ediatam ente adyacente a la epidermis adaxial (u e ) y las 
de la vaina (bsc), asi como los grandes elem entos xileméticos (x y ) no 
contienen aparentem ente m aterial de relleno. La epidermis abaxial ( le )  
m uestra un relieve muy regular.
En algün caso, las paredes celulares de los elementos xileméticos invadidos 
se desintegran formando cavidades lisigénicas. Menas de goma y restos celulares.
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Este exudado de tipo gomoso invade completamente los tejidos fol lares 
correspondientes a las lineas clorôticas de las hojas enfermas (Fig. 2 3 ).
i  t.-' \  jt
Figura 23. Una vista general del corte transversal de una hoja enferm a de 
caha de azùcar com pletam ente ccupada por grandes masas de exudado  
gomoso que enmascara toda la estructura interna foliar.
Grandes depôsitos gomosos rodean las células mesofilicas y ejercen presiôn 
mecànica sobre las células buliformes hasta provocar la deformaciôn de sus paredes. 
Tanto los vasos floeméticos como xileméticos aparecen completamente cegados por 
este p rod u cto, formando visibles cavidades lisigénicas. Incluso en algunos puntos 
pueden verse énormes depôsitos gomosos que sobresalen de los tejidos invadidos, 
ocupando la totalidad de los espacios intercelulares y alterando por completo la 
estructura foliar (Fig. 23 ) (Wallis et a i,  1973; Hugouvieux et a!., 1998; Solas et al., 
2003).
Este exudado gomoso que se ha identificado como xantano y del que se 
trata ré con més detalle a lo largo de esta Tesis, difiere en su estructura del xantano 
producido por X. campestris y es muy sim ilar al exopolisacérido producido por X. 
fastidiosa. El xantano de X. albilineans esté formado por un tetrémero basai 
constituido por dos restos de glucosa, uno de manosa y uno de écido glucurônico que 
se repite sucesivas veces para form ar la macromolécula (Solas et al., 2003) 
(F ig .24 ).
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Figura 24. Estructura del xantano de Xanthomonas  
albilineans. = Na, K o Vz Ca.
1.8. UDP-Glucosa Deshidrogenasa.
La existencia de restos glucuronato en los exopolisacaridos mencionados en el 
apartado anterior requiere de la acclon de una uridina difosfoglucosa deshidrogenasa 
(UDPG-dh). Esta enzima, necesaria por tanto para la producciôn del xantano de X. 
albilineans, va a ser el objetivo principal de estudio de esta tesis. En este apartado 
se van a tra tar conceptos générales de esta enzima, presente en otros muchos 
organismos. Los heteropolisacaridos pertenecen a la compleja familia de los
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carbohidratos. Estan constituidos por cadenas de al menos veinte residuos de 
monosacaridos y de al menos dos tipos diferentes.
Una cierta cantidad de heteropolisacaridos contienen acido glucurônico (GIcA) 
como uno de sus principales constituyentes. El precursor monomérico del residue 
acido glucurônico en el polisacarido es el acido UDP-glucurônico (UDP-GIcA). En la 
Fig.25 se représenta de forma esquematica el proceso de biosintesis de la UDP- 
glucosa (UDPG), UDP-galactosa y UDP-GIcA.
UDP-GIcA es producido por la acciôn de la enzima (UDPG-dh), la cual esta 
présente en muchas formas de vida. Debido a las diferentes caracteristicas de las 
UDPG-deshidrogenasas, ha sido propuesta como una enzima clave en la biosintesis 
de heteropolisacaridos. UDPG-dh cataliza la oxidaciôn, dependiente de NAD^, de 
UDPG a UDP-GIcA. Esta enzima fue purificada por primera vez en el aho 1954 a 
partir de higado de conejo de Indias. Mas tarde, en el aho 1957, fue purificada a 
partir de plantulas de guisante (Strominger et al., 1954; Strominger et al., 1957). 
Desde enfonces ha sido detectada en un amplio rango de especies, desde los virus 
hasta el hombre. La isoforma bacteriana de la enzima fue cristalizada en el aho 2000. 
La caracterizaciôn fue Nevada a cabo en formas nativas y mutadas para la enzima a 
un nivel de 2,0 Â (Campbell et al., 2000). El cDNA y el gen para esta enzima han 
sido clonados a partir de varias especies y la localizaciôn cromosômica del gen ha 
sido mapeada en humanos y ratones (Marcu et al., 1999; Spicer et al., 1998).
Se cree que la enzima tiene una ûnica copia del gen que la codifica en el 
genoma humano, mientras que en Arabidopsis thaliana tiene 4 genes y todos ellos 
estan expresados (Reter et al., 2001). En Bacillus subtilis existen dos genes que 
codifican para la UDPG-dh (Mijakovic et al., 2003). La enzima no tiene una parte 
transmembrana y es citosôlica. Sin embargo, las UDPG-deshidrogenasas bacterianas 
y de hongos han sido descritas como enzimas particulares por estar asociadas a la 
membrana (Griffith et al., 2004; Rigg et al., 1998).
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Figura 25: Biosintesis de UDP-glucosa, UDP-galactosa y acido UDP-glucurônico.
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La enzima pertenece a un pequeno grupo de deshidrogenasas que son 
capaces de llevar a cabo la doble oxidaciôn de una funciôn alcohol a acido sin 
liberaciôn del aldehido intermediario (Campbell et al., 1997). Esta enzima tiene un 
amplio rango de funciones. En plantas, UDPG dh es la enzima principal en rutas de 
biosintesis de hemicelulosas y pectinas, componentes de paredes celulares. En el 
caso de las bacterias patôgenas, como son las especies de Xanthomonas, la enzima 
estaria relacionada con la virulencia de la correspondiente cepa productora (Kai-Wei 
et al., 2001).
Los nucleôtidos de azùcar son compuestos ricos en energia, lo que significa 
que su producciôn es altamente costosa para la célula. Por ello, es vital que taies 
compuestos sean correctamente dirigidos hacia los centros en los que son requeridos, 
evitando cualquier eliminaciôn no deseada de los mismos. Se ha sugerido que la 
enzima UDPG-dh es una enzima reguladora o lim itante en el control de la biosintesis 
de polisacéridos en plantas y animales (De Luca et al., 1976; Hickery et al., 2003; 
Robertson et al., 1995). Por ello, su velocidad de producciôn no debe ser gobernada 
primariamente por la cantidad de sustrato sino por una actividad regulada por varios 
factores. Estos incluyen la cantidad de enzima asi como modificaciones covalentes o 
alostéricas de la proteina (Nelson y Cox, 2000; Smith et al., 1997; Wegrowki et al., 
1998).
La idea de que la enzima UDPG-dh tenga un papel reyulador esta basada en 
varias observaciones. Dicha enzima, tiene una posiciôn crucial y ademas es nexo de 
uniôn en el metabolismo comun de UDP-GIcA. La reacciôn catalizada por esta enzima 
es irreversible y su actividad depende, entre otros para metros, de su concentraciôn 
(Jaenicke et al., 1986). Ademas, esta enzima es retroinhibida por su producto final, 
UDP-GIcA, y su cofactor, NADH (Ordman et al., 1977), asi como el producto 
siguiente, UDP-xilosa (Gainey y Phelps, 1972; Neufeld y Hall, 1965). Adicionalmente, 
se ha comprobado que la expresiôn de UDPG-dh incrementa en respuesta a la 
interleuquina 1(3 (una citoquina inflamatoria). De este modo, la suma de factores 
adicionales de regulaciôn puede influir en la actividad enzimatica de UDPG-dh (Spicer 
et al., 1998). Recientemente se han descrito tirosinas-quinasas que fosforilan UDPG- 
deshidrogenasas bacterianas. La fosforilaciôn de UDPG-dh, observada tanto en 
bacterias gram-negativas como en gram-positivas, parece activar a dicha enzima y 
abre paso a algün otro mecanismo regulador (Grangease et al., 2003; Mijakovic et 
al., 2003).
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El mecanismo de acciôn de la enzima UDPG-dh ha sido ampliamente 
estudiado durante los ahos setenta y ha sido propuesto por tratarse de un 
mecanismo del tipo ""bi-uni-uni-pingpong" (Campbell et al., 1997); en humanos, la 
reacciôn catalizada por dicha enzima es llevada a cabo de la siguiente forma:
Primero, el sustrato, UDPG, y luego la coenzima, NAD^, se unen a la enzima. 
En la primera parte de la reacciôn, la UDPG es oxidada a una aldimina intermediaria 
y el NAD^ es reducido a NADH y liberado. Después de esto, una segunda molécula de 
NAD^ se une a la enzima, y se reduce a NADH, mientras el tiohemiacetal es oxidado 
a tioester antes de la liberaciôn del acido UDP-GIcA.
UDP-GIcA es liberado después de que la segunda molécula de NADH haya sido 
separada de la enzima (Fig. 2 6 ). Igualmente, las UDPG-deshidrogenasas en las 
plantas parecen funcionar con el mismo orden de secuencia, tal y como queda 
explicado en el estudio hecho en caha de azùcar por Turner y Botha (2002).
Como ya se ha mencionado anteriormente, la bacteria X. campestris produce un 
xantano que va a requérir la presencia de la enzima UDPG-dh. El gen udgH de X. 
campestris codifica para la enzima UDPG-dh. Este gen juega un papel déterminante 
en la patogenicidad de la bacteria y esta directamente involucrado en el proceso de 
sintesis del xantano.
Mutaciones en el gen udgH en X. campestris pv. campestris y X. campestris pv 
vessicatoria, agente causal del moteado de la hoja en pimienta y tomate, producen 
una pérdida de virulencia (Chang et al., 2001).
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Figura 26: Mecanismo de acciôn de la UDP-glucosa deshidrogenasa en humanos.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo han sido los siguientes:
> Purlficacion y propiedades de la enzima UDPglucosa deshidrogenasa (UDPG- 
dh) procedente de la bacteria X. albilineans.
> Papel de las glicoproteinas de caha de azùcar en la sintesis de la enzima 
UDPG-dh.
> Estudio del xantano producido por X. albilineans tras la inoculaciôn de tallos 
de caha de azùcar.
> Alteraciones del proceso de cristalizaciôn de la sacarosa en jugos de caha 
de azùcar producidas por el xantano bacteriano
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3. MATERIAL Y METODOS

M ateria l y Métodos
3.1 . MATERIAL BIOLOGICO.
Durante este trabajo de investigaciôn se ha utilizado la bacteria Xanthomonas 
albilineans, agente causal de la enfermedad de la escaldadura foliar en la caha de 
azùcar, cepa NCPPB 887. Dicha bacteria se ha mantenido tras sucesivas resiembras 
en medio Wilbrink sôlido (Tabla V ). Para la realizaciôn de los experimentos y cuando 
se indique, la bacteria se cultivé en medio W ilbrink liquido (sin agar). La temperatura 
optima de crecimiento ha sido de 37 °C y un pH 7,0 (Dye, 1980). El tamaho del 
inôculo inicial y el incremento en peso seco del cultivo en medios liquides fue medido 
por nefelometna siguiendo el incremento de absorbancia a 710 nm (Dong et al., 
1994).
El material vegetal utilizado en el présente trabajo ha sido caha de azùcar 
(Saccharum officinarum L) procedente del cultivar Barbados 42-231, altamente 
susceptible a la enfermedad de la escaldadura foliar, cultivada en el invernadero del 
Real Jardin Botanico Alfonso X III (Universidad Complutense de Madrid) durante un 
période de tiempo de 9,12 o 22 meses segùn el experimento a realizar. (Fig. 2 7 ).
r,
Figura 27: Plantas de cana de azùcar {Saccharum officinarum  L) del cu ltivar Barbados 4 2 -2 3 1 , 
crecidas en el invernadero del Real Jardin Botanico Alfonso X I I I  (Universidad Com plutense de 
M adrid).
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3.2. OPTIM IZACION EN LA PRODUCCION DE LA UDP- 
Glucosa deshidrogenasa.
Con la finalidad de averiguar el dia de maxima producciôn de la enzima, se 
procediô a realizar diferentes modificaciones en la fuente de carbono de! medio 
Wilbrink original (Dye, 1980) (Tabla V ). Se llevaron a cabo très ensayos: en el 
primero, la fuente de carbono fue sacarosa 58 mM; en el segundo ensayo se 
sustituyô la sacarosa por glucosa a la misma concentraciôn, y en el tercero la fuente 
de carbono fue sacarosa 24 mM y glucosa 24 mM.
Volümenes de 250 mL de cada medio fueron inoculados con 20 mg de peso 
seco de la bacteria X. albilineans e incubados a 37°C. Diariamente, el contenido de 
los matraces fue centrifugado a 10.000 x  g durante 20 min a 2°C. Posteriormente, el 
precipitado fue resuspendido en 5,0 mL de acetona para la deshidrataciôn de la 
bacteria. La mezcla se secô en corriente de aire hasta eliminar toda la acetona. El 
residuo sôlido obtenido tras el secado se resuspendiô en 5,0 mL de tampôn fosfato 
sôdico 10 mM, pH 6,8 conteniendo un "cocktail" inhibidor de proteasas (Sigma 
Chemical Co.) y cuando se indique se adicionaron 2,0 mL de AMP ciclico (AMPc) a 
una concentraciôn 0,5 mM. Posteriormente, la mezcla se centrifugé en las mismas 
condiciones anteriores y en este sobrenadante se midiô la concentraciôn de proteinas 
mediante el método de Warburg & Christian, (1941) y se llevô a cabo el ensayo de 
actividad enzimatica de la UDPG-dh.
COAAPONENTE i CANTIDAD PARA UN VOLUMEN FINAL DE
________________I L ________________
PEPTONA BACTERIOLOeiCA 1 5 ,0  9
SACAROSA (C12H22O11) 1 20,0 g
FOSFATO MONOPOTASICO (KH2PO4) 1 0 ,5  g
SUUFATO MASNESICO 7 -HIDRATO  
(M ^S04 .7 H20)
1 0 ,25  g
AGAR BACTERIOLÔGICO (SOLIDO) I 15,0 g
Tabla V: Componentes de! medio W ilbrink sôlido original para el cultivo de Xanthomonas  
albilineans.
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3.3 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA UDPG-deshidrogenasa.
Para el ensayo de la actividad UDPG-dh se préparé una mezcla de reacciôn 
que contenia 0,5 mL del sobrenadante anterior (citado en el ultimo parrafo del 
apartado de Material y Métodos 3.2), 0,5 mL de UDPG 10 mM disuelta en tampôn 
fosfato sôdico 10 mM pH 6,8, 0 ,lm L  de NADPH a una concentraciôn de 1,5 mg m L '\  
y 1,9 mL de tampôn fosfato sôdico 10 mM, pH 6,8.
El control contenta 0,5 mL de sobrenadante, 0,1 mL de NADPH (1,5 mg mL'^) 
y 2,4 mL de tampôn fosfato sôdico 10 mM, pH 6,8. (F ig .28 ). Cada mezcla se 
mantuvo a 37°C durante 30 min en un baho a 37 °C suministrando O2 y se midiô la 
oxidaciôn del NADPH por descenso de la absorbancia a 340 nm. Una unidad de 
actividad especifica se definiô como 1,0 mg de NADPH oxidado mg'^ proteina m in '\  
Para un nuevo ensayo de actividad, se cultivé la bacteria en 250 mL de medio 
W ilbrink liquido a los que se adicionaban 2,0 mL de AMPc 0,5 mM, procediéndose 
como en el caso anterior.
CONTROL
0,5 mL sobrenadante  
(enzim a purificada)
0 ,1  mL NADPH (1 ,5  mg mL i )
2 4 rni. ta . -npo i i  i o s f a t o - / i a
10 mM pH 6,8  ^
REACCION
0 ,5  mL sobrenadante  
^  (enzim a purificada)
0 ,5  mL ODPG lO m M
0,1  mL NADPH (1 ,5  mg mL i )
1,9 m l.  la : r .p ô i t  ro;.f? l( . '  Nù 
  10 n i M p f  i 6, 8
Figura 28: Esquema representative del ensayo de medida de la actividad de la enzim a UDPG- 
deshidrogenasa.
Una vez determinado el dia de maxima producciôn de la enzima, se fraccionô 
dicho dia en intervalos de 3 h para détecta r el punto de maxima producciôn. Para 
ello, 250 mL de medio Wilbrink liquido, conteniendo 2,0 mL de AMPc 0,5 mM, fueron 
inoculados con 20 mg de peso seco de X. albilineans e incubados a 37°C.
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Al contenido de dos matraces (uno con y otro sin AMPc) se le aplicô cada 3 h 
el protocole anteriormente citado para la obtenciôn del sobrenadante, en el cual se 
valorô la concentraciôn de protemas mediante el método de Warburg & Christian 
(1941) y se midiô la actividad de la enzima UDPG-dh segûn se explica en este mismo 
apartado en lineas anteriores.
3.4. PURIFICACIÔN DE LA UDPG-deshidrogenasa.
Para purificar la enzima, se prepararon 2 matraces de 250 mL de medio 
Wilbrink Ifquido; cada uno de ellos se inoculô con 20 mg de peso seco de X. 
albilineans, y se mantuvieron durante 24 h a 37°C, tiempo estimado como el 
maximo de producciôn de la enzima UDPG-dh. Pasado este tiempo, se aplicô el 
protocole anteriormente citado (en el apartado de Material y Métodos 3.2) y el 
sobrenadante obtenido se précipité con sulfato amônico, primero a un 40% (p/v) de 
saturaciôn. La mezcla se mantuvo a 4°C durante una hora. Posteriormente, se 
centrifugé a 12.000 x  g durante 15 min a 2°C. El precipitado obtenido se desechô y 
el sobrenadante fue nuevamente precipitado con sulfato amônico al 60% (p/v). El 
sobrenadante obtenido tras centrifugaciôn se desechô y el precipitado obtenido fue 
resuspendido en 5,0 mL de tampôn fosfato sôdico 10 mM, pH 6,8, y posteriormente 
fue dializado. 24 mL del precipitado correspondiente a 24 h fueron dializados a 4°C 
en oscuridad, hasta la total eliminaciôn del sulfato amônico. Tras la dialisis, se valorô 
actividad especifica de la enzima segùn lo descrito en el apartado 3.3 de Material y 
Métodos.
Posteriormente, 10 mL del sobrenadante obtenido tras la dialisis se filtraron a 
través de una columna de Dowex (8% cross-linked, dry mesh, 200-400), cargada 
positivamente con 100 mL de acido clorhidrico IN , y la proteina se eluyô con tampôn 
fosfato sôdico 10 mM, pH de 6,8, conteniendo cloruro sôdico 1,7 mM. Se obtuvieron 
fracciones de 3,0 mL en las que se valorô el contenido proteico mediante el método 
de Warburg & Christian (1941) y se midiô la actividad enzimatica UDPG-dh. En la 
Fig.29, se resume el proceso de purificaciôn de la enzima UDPG-dh.
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3.5. SEPARACIÔN DE LA UDPG-deshidrogenasa MEDIANTE 
ELECTROFORESIS CAPILAR Y DETERMINACIÔN DE SU p l.
Las dos fracciones de mayor actividad especifica obtenidas tras la filtraciôn a 
través de la columna Dowex, se junta ron obteniéndose un volumen de 6,0 mL. Dicho 
volumen fue concentrado con un gel concentrante (Spectra Gel Absorbent) hasta 
llegar a un volumen de 0,5 mL. Este volumen fue repartido en alicuotas de 100 pL 
cada una y fueron almacenadas a -20°C hasta el momento de su utilizaciôn. A 
continuaciôn se éliminé el agua de las mismas mediante liofilizacion a una 
temperatura -80°C y una presiôn de vacio de 10'^ mbares. Para ello se utilizô un 
liofilizador Testlar Cryodos con una bomba de vacio acoplada Varian DS 102. Las 
muestras fueron almacenadas a -20°C hasta el momento de su utilizaciôn (Fig. 2 9 ). 
Previamente a la separaciôn por Electroforesis Capilar, las muestras fueron 
resuspendidas en 100 pL de tampôn bora to sôdico 10 mM, pH 9,15.
3.5 .1 . Acondicionamiento del capilar y condiciones de analisis.
El aparato utilizado fue un equipo de Electroforesis Capilar Spectraphoresis 
500 de Spectra Physics, equipado con un integrador SP 4290 (Spectra Physics). La 
detecciôn on-line fue realizada por medida de ia absorbancia a 200 nm y 280nm.
Se utilizaron capilares de silice fundida recubiertos de poliimida (Scientific Glass 
Engineering, Milton Keynes, UK) de 70 cm longitud total, 63 cm de longitud de 
separaciôn, 75 pm de diametro interno y 190 pm de diémetro externo. Como 
electrolito se utilizô tampôn borato sôdico 25 mM, pH 9,2 (Legaz y Pedrosa, 1993). 
Se introdujo el capilar en un cassette para facilitar su manejo y para controlar las 
condiciones de temperatura en caso necesario. El capilar se acondicionô con una 
secuencia de varios lavados a 60°C. Un primer lavado con NaOH IN durante 10 
min a 60°C, a continuaciôn, un lavado con NaOH 0,1 N durante 30 min y un 
ultimo lavado con agua Mili-Q durante 30 min a 60°C. El capilar se équilibré 
lavando con tampon borato sôdico 25 mM, pH 9,2, durante 30 min a 25°C y 
finalmente con el mismo tampon durante 30 min a 25 °C, aplicando un vol ta je  
inferior a 15 kV. La regeneraciôn de la superficie del capilar entre separaclones 
fue llevada a cabo mediante lavados en las siguientes secuencias: NaOH 0,1M 
durante 5 min, agua Mili-Q durante 5 min y tampôn borato sôdico 25 mM, pH 9,2, 
durante 15 min. Las separaciones electroforéticas se llevaron a cabo a un vol ta je  
constante de 11 Kv aplicado de tal forma que la migraciôn de los compuestos 
iônicos se producia desde el anodo hasta el catodo.
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ESQUEM A DEL PROCESO DE P ü R IF IC A C IO N  DE LA UDP6-deshidrogenasa. 
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Centpifugocion 1 0 .0 0 0  x  g ZQ min 2®C
Sobr)s(rddante
Eliminer
Precipitodo
.5 ,0  mL Acetona
Llever e segueded
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Figura 29: Esquema detallado del protocole utillzado para llevar a cabo la purificaclôn de la 
enzima UDPG-deshIdrogensa.
72
M ateria l y Métodos
3.5 .2 . Determinaciôn del p i y la masa molecular la enzim a UDPG- 
deshidrogenasa.
El pl de la UDPG-dh se estimé por Electroforesis Capilar, interpolando el valor 
de tiempo de migraclon en una recta patron construlda con protemas con p l conocido 
(Tabla V I) .  Se usé benceno como marcador neutro.
Patron (p l) Tiempo de migraciôn (tm)(min)
InvertasQ 4,0 15,89
Fcrritina de caballo 4,4 16,71
Albumina bovino (BSA) 4,9 18,01
Alcohol DH (levodura) 5,4 18,42
Anhidrasa Carbonica 5,8 22,35
Mioglobina 7,0 25,37
Citocromo c 10,6 28,57
InvertosQ de Evernia prunastri 13,0 41,13
Tabla V I: p l y tiem po de migraciôn expresado en m inutes de las protemas estandar utilizadas
El peso molecular de la UDPG-deshidrogenasa se estimé de manera similar 
a lo descrito para la p l, interpolando el valor de tiempo de migracién de la UDPG - 
dh en una recta patrén construlda con proteinas con peso molecular conocido 
(Tabla V I I ) .
Patrones Tamano molecular.
Tiempo de 
migraciôn t*  
(min)
Ferrredoxina de espinaca 6,0 kDa 38,20
Citocromo c 12,5kDa 28,57
Mioglobina 17,8kDa 25,37
Anhidrasa carbônica 29,0kDa 22,35
Alcohol DH (ievadura) 150 kDa 18,42
Catalasa H.B. 240 kDa 14,33
Tabla V II :  Proteinas estandar utilizadas con tam ano molecular y tiem po de migraciôn, 
expresado en m inutes, conocido para la determ inaciôn del tam ano molecular de la UDPG- 
deshidrogenasa.
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3.5 .3 . Separaciôn del âcido UDP-glucurônico de la UDP-Glucosa 
m ediante Electroforesis Capilar.
3.5.3.1 Electroforesis Capilar con detecciôn indirecta y reversion de la 
polaridad (câtodo-ànodo).
La separaciôn de UDP-GIcA y UDPG se llevo a cabo en un equipo P/ACE™ MDQ 
Glycoprotein system (Beckman Coulter, U.S.A). El sistema contaba con un detector 
diode-array incorporado, con un ancho de banda de 6 nm. Los electroferogramas se 
obtuvieron mediante el uso de un ordenador acoplado al sistema, utilizando el 
programa 32 Karat (v. 7.0). Se utilizaron capilares de silice recubiertos de poliimida 
(Beckman Coulter, U.S.A.) de 61 cm de longitud total, 50 cm de longitud efectiva, 75 
pm de diametro interno y 375 pm de diametro externo. El tampon utillzado como 
electrolito estaba compuesto de acido (3-resorcilico 5 mM y TTAOH (hidrôxido de 
tetradeciltrimetilamonio) 1 mM a un pH 3,0 resuspendidos en metanol al 0,5 % (v/v). 
Tanto UDP-GIcA como UDPG fueron adquiridas de Sigma Chemical Co. Las mezclas 
de reacciôn y el control (sin UDPG) se secaron en flujo de aire continue y los 
residues secos obtenidos fueron resuspendidos en 200 pL del tampon (acido (3- 
resorcilico 5 mM + TTAOH 1 mM disueltos en metanol 0,5 %) para posteriormente 
ser analizados. Se utilizaron disoluciones estandar 0,5 mg mL'^ y 1,0 mg mL'^ de 
diferentes patrones, las cuales fueron inyectadas en el capilar a una presiôn de 0,5 
psi durante 5 s, lo que supuso un volumen de inyecciôn de aproximadamente 40 nL. 
Durante la separaciôn, la temperatura del capilar se mantuvo constante a 25°C y las 
muestras permanecieron a 10°C hasta ser inyectadas. Todas las separaciones 
electroforéticas se llevaron a cabo a un voltaje constante de 20kV de tal forma que la 
migraciôn de los compuestos iônicos se producia desde el catodo hacia el anodo 
(Electroforesis Capilar con reversiôn de polaridad). La detecciôn se efectuô midiendo 
el descenso de absorbancia a 200 nm y a 214 nm.
3.5.3.2 Cromatografia Micelar Electrocinética
Al igual que en el apartado anterior, se procediô a identificar el producto de 
reacciôn de la UDPG-dh utilizandose el mismo equipo de Electroforesis Capilar pero 
aplicéndose la técnica de Cromatografia Micelar Electrocinética. En esta técnica, al 
tampôn de migraciôn utilizado (el acido (3-resorcilico 5 mM + TTAOH 1 mM disueltos 
en metanol 0,5 %) se le adicionô un agente surfactante, SDS (dodecil sulfato sôdico), 
a una concentraciôn 15 mM.
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Las muestras preparadas a las mismas concentraclones que en el apartado 
anterior, se resuspendieron en el mismo tampon formado por la mezcla de (acido p- 
resorcilico 5 mM + TTAOH 1 mM disueltos en metanol 0,5 %) sin SDS. Durante la 
separaciôn, la temperatura del capilar se mantuvo constante a 25°C y las muestras 
permanecieron a 10°C hasta ser inyectadas. Todas las separaciones electroforéticas 
se llevaron a cabo a un voltaje constante de 20 kV de tal forma que la migraciôn de 
los compuestos iônicos se producia desde el catodo hacia el anodo (Cromatografia 
Micelar Electrocinética con reversiôn de polaridad).
3.5.3.3 Electroforesis Capilar con polaridad ànodo-càtodo
Para détectar el producto de reacciôn de la UDPG-dh mediante la técnica de 
Electroforesis Capilar con polaridad énodo-catodo, se utilizô el mismo equipo de 
Electroforesis Capilar citado en los apartados anteriores 3.5.3.1. y 3.5.3.2. Se 
utilizaron capilares de silice recubiertos de poliimida (Beckman Coulter, U.S.A.) de 61 
cm de longitud total, 50 cm de longitud efectiva, 75 pm de diametro interno y 375 
pm de diametro externo. El tampôn de migraciôn utilizado, el acondicionamiento del 
capilar y la regeneraciôn del mismo se llevaron a cabo de la misma manera que en el 
apartado anterior. Tanto UDP-GIcA como la UDPG fueron adquiridas de Sigma 
Chemical Co. Las mezclas de reacciôn y el control (sin UDPG) se secaron en flujo de 
aire continue y los residues secos obtenidos fueron resuspendidos en tampôn borate 
sôdico 10 mM, pH 9,2 para ser analizados.
Se utilizaron disoluciones estandar a dos concentraciones (0,5 mg mL'^) y 
(1,0 mg mL'^) de diferentes patrones, las cuales fueron inyectadas en el capilar a 
una presiôn de 0,5 psi durante 5 s, lo que supuso un volumen de inyecciôn de 
aproximadamente 40 nL. Durante la separaciôn, la temperatura del capilar se 
mantuvo constante a 25°C y las muestras permanecieron a 10°C hasta ser 
inyectadas. Todas las separaciones electroforéticas se llevaron a cabo a un voltaje 
constante de 20 kV de tal forma que la migraciôn de los compuestos iônicos se 
producia desde el anodo hacia el catodo (Electroforesis Capilar con polaridad anodo- 
catodo) y como electrolito se utilizô tampôn borato sôdico 25 mM, pH 9,2. La 
detecciôn se efectuô midiendo la absorbancia a 200 nm y a 214 nm.
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3.6 . CARACTERIZACION DE LA UDPG-deshidrogenasa.
3 .6 .1 . Cinética de saturaciôn por sustrato.
Después de determinar que fracciôn recogida tras pasar por la columna 
Dowex desarrollaba la mayor actividad especifica, se realizô el ensayo de 
dependencia de velocidad de reacciôn frente a la concentraciôn de sustrato, UDPG. 
Se prepararon mezclas de reacciôn en las que variaba la concentraciôn de UDPG, 
entre 0,16 y 3,3 mM. Cada mezcla de reacciôn contenia un volumen creciente de 
UDPG 10 mM disuelto en tampôn fosfato sôdico 10 mM, pH 6,8, desde 0,05 a 0,50 
mL; 0,1 mL de NADPH a una concentraciôn 1,5 mg mL‘ ;^ 0,5 mL del eluato obtenido 
de la columna de Dowex y, por ultimo, tampôn fosfato sôdico 10 mM, a pH 6,8 de 
volumen variable en funciôn de la concentraciôn de UDPG utilizada en cada ensayo 
entre 2,35 y 0,3 mL. El control que se utilizô contenia 0,5 mL de la enzima, 0,1 mL 
de NADPH a una concentraciôn de 1,5 mg mL'^ y 2,4 mL de tampôn fosfato sôdico 10 
mM, pH 6,8. Posteriormente se procediô a valorar la actividad enzimatica en cada 
caso.
3 .6 .2 . Cinética de reacciôn trente a diferentes concentraciones de 
NADPH.
Se prepararon mezclas de reacciôn en las que variaba la concentraciôn de 
NADPH entre 0,02 mM y 0,43 mM. A cada mezcla de reacciôn se anadieron 0,5 mL 
de UDPG 10 mM disuelta en tampôn fosfato sôdico 10 mM, pH 6,8, 0,5 mL de la 
enzima purificada y suficiente tampôn hasta obtener un volumen final de mezcla de 
reacciôn de 3,0 mL. El control contenia 0,5 mL de la enzima, NADPH a 
concentraciones variables y tampôn fosfato sôdico 10 mM, pH 6,8, hasta alcanzar un 
volumen total de mezcla de reacciôn de 3,0 mL. En cada uno de estos ensayos se 
midiô la absorbancia a 340 nm a tiempo=0 sin aplicar O2 y nuevamente tras 30 min 
en baho con agitaciôn a 37°C y con suministro de O2. Posteriormente se calcularon 
las correspondientes velocidades de reacciôn para cada ensayo.
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3 .6 .3 . Tem peratura y pH ôptimo de la enzim a.
Para la determinaciôn de la temperatura ôptima de la UDPG-dh, se llevaron a 
cabo ensayos en los que cada mezcla de reacciôn contenia 0,5 mL de la enzima 
purificada, 0,5 mL de NADPH 1,5 mg m L '\ 0,5 mL de UDPG 10 mM disuelta en 
tampôn fosfato sôdico 10 mM, pH 6,8, y 1,5 mL de tampôn fosfato sôdico 10 mM, pH 
6,8 .
El control contenia 0,5 mL de la enzima, 0,5 mL de NADPH (1,5 mg mL'^) y 2 
mL de tampôn fosfato sôdico 10 mM, pH 6,8. En cada uno de estos ensayos se midiô 
la absorbancia de las mezclas a 340 nm a tiem po=0 sin aplicar Ozy transcurridos 30 
min, con suministro de O2, a diferentes temperatures segün cada ensayo. Las 
temperatures utilizadas en cada ensayo fueron: 4°C, 22°C, 37°C Y 70°C. 
Posteriormente se calcularon las correspondientes velocidades de reacciôn para cada 
uno de estos ensayos.
Para la determinaciôn del pH ôptimo se prepararon mezclas de reacciôn, en 
las que cada una contenia 0,5 mL de la enzima, 0,5 mL de NADPH (1,5 mg mL'^), 
0,5 mL de UDPG 10 mM, disuelta en tampôn fosfato sôdico 10 mM, pH 6,8, y 1,5 mL 
de tampôn, el cual variaba en cada ensayo.
Los tampones utilizados fueron los siguientes.
V' Tampôn Acetato sôdico 20 mM pH =3
V Tampôn Acetato sôdico 20 mM pH = 5 
Tampôn Fosfato sôdico 20 mM pH =6 ,14
/  Tampôn Fosfato sôdico 20 mM pH =6,8
^  Tampôn Borato sôdico 20 mM pH =8,2  
Tampôn Borato sôdico 20 mM pH =9,2
Los contrôles en ausencia de UDPG se prepararon de idéntica forma a la 
descrita para determ inar la temperatura ôptima. En cada uno de los ensayos se 
midiô la absorbancia a 340 nm a tiem po=0 sin aplicar O2 y transcurridos 30 min, con 
suministro de O2. Posteriormente se calcularon las correspondientes velocidades de 
reacciôn para cada uno de estos ensayos.
3 .6 .4 . Secuenciaciôn del extrem o N-term inai de UDPG-deshidrogenasa.
La fracciôn purificada a homogeneidad que proporcionaba un pico en 
Electroforesis Capilar fue procesada para la secuenciaciôn del extremo N-terminal 
usando un Secuenciador Applied Biosystems Procise™.
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La proteina fue marcada en sus grupos a-amino con cloruro de dansilo, 
sometida a digestion progresiva por aminopeptidasas y separados los aminoâcidos 
liberados en sucesivas digestiones por HPLC de fa se réserva en tandem. La detecciôn 
de los aminoâcidos se llevô a cabo en un detector fluorimétrico, que détecta emisiôn 
de fluorescencia a 460 nm tras excitaciôn con una luz de 360nm. La secuencia es 
deducida de acuerdo con la maxima concentraciôn de un aminoâcido particular en los 
sucesivos digeridos.
3.7. OBTENCIÔN Y PROCESAMIENTO DE JUGOS DE CANA 
DE AZÙCAR.
Transcurridos 22 meses después de la siembra, se cortaron tallos de plantas 
procedentes del cultivar Barbados 42-231. Posteriormente los tallos fueron molidos 
mecanicamente y, el jugo extraido, procesado para su posterior analisis. El jugo asi 
obtenido se ha denominado jugo crudo. Este jugo fue clarificado mediante adiciôn de 
carbonato sôdico a saturaciôn para poder asi precipitar las macromoléculas solubles, 
las cuales fueron separadas mediante centrifugaciôn a 10.000 x  g durante 20 min, a 
4°C, empleandose una centnfuga Beckman modelo 12-21, con un rotor modelo JA21. 
El precipitado obtenido fue descartado y el sobrenadante fue filtrado a través de 
papel Whatman n ° l.  De esta forma se eliminaron ce ras e impurezas ca rentes de 
interés para el analisis posterior de las muestras. El filtrado obtenido fue dializado 
f rente a agua destilada durante 12 h a una temperatura de 4°C. El dializado fue 
conservado a -26°C para la posterior separaciôn de glicoproteinas de alto y mediano 
peso molecular.
3.8. SEPARACIÔN DE GLICOPROTEINAS DE ALTO Y 
MEDIANO PESO MOLECULAR MEDIANTE CROMATOGRAFIA 
DE EXCLUSION MOLECULAR.
Un volumen de 10 mL del jugo de caha de azucar clarificado segün se explicô 
en el apartado anterior, fue filtrado a través de una columna rellena de Sephadex-G 
10 de 15 cm de longitud y 2,5 cm de diametro interno, embebida en tampôn fosfato 
sôdico 10 mM, pH 6,8. La eluciôn fue llevada a cabo con el mismo tampôn. El rango 
de exclusiôn fue determinado a partir del patrôn de eluciôn de una mezcla 
conteniendo azul dextrano 2.000 0,029 M (polimero de unidades de D-glucosa de 
alto peso molecular: Pm = 2.000.000) y cloruro de cobalto (CoCb) 0,12 M (Pm = 
273,95), empleando como tampôn de eluciôn el mismo tampôn fosfato utilizado para
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equilibrar las columnas. Los primeros 22 mL de eluato, correspondientes al volumen 
muerto, fueron descartados. Los siguientes 14 mL (del mL 23 al 37), conteniendo 
una mezcla de glicoproteinas de alto peso molecular (HMMG = High-Molecular Mass 
Glycoproteins) y de mediano peso molecular (MMMG = Mid-Moiecular Mass 
Glycoproteins), fueron recogidos (de Armas et al., 1999). A partir de los 37 mL, el 
eluato fue descartado. Fue necesario llevar a cabo dos filtraciones a través de esta 
columna G-10, para obtener 28 mL de mezcla de glicoproteinas.
Una alicuota (25 mL) de la mezcla de glicoproteinas recogida en el paso 
anterior, fue filtrada de nuevo a través de una columna rellena de Sephadex-G 50 de 
30 cm de longitud y 2,5 cm de diametro interno embebida en tampon fosfato sôdico 
10 mM, pH 6,8, y calibrada de la manera descrita anteriormente. Los primeros 49 mL 
de eluato, correspondientes al volumen muerto, fueron descartados. Los siguientes 
76 mL (del mL 50 al 127), fueron recogidos en dos fracciones. La primera de ellas, 
con un volumen de 26 mL (del mL 50 al 76) fue considerada como la fracciôn que 
contenia glicoproteinas de alto peso molecular (HMMG). La siguiente, con un 
volumen de 50 mL (del mL 77 al 127), fue considerada como la fracciôn que contenia 
glicoproteinas de mediano peso molecular (MMMG) (Martinez et al., 2000). En las 
fracciones eluidas se valorô el contenido en azücares empleando el método de 
Dubois et al., (1956) segun se explica en el apartado 3.8.1.
3.8 .1 . Valoraciôn de azùcares.
La valoraciôn de azùcares de las fracciones obtenidas mediante filtraciôn por 
columna se realizô siguiendo el método de Dubois et al., (1956), en el que los 
azùcares son hidrolizados con acido sulfùrico en presencia de fenol. Para ello, se 
tomaron 0,5 mL de la muestra y se anadieron 0,5 mL de una disoluciôn acuosa de 
fenol al 5%. Tras agitar suavemente, se incorporaron 2,5 mL de acido sulfùrico. Una 
vez fria la mezcla de reacciôn, se midiô la densidad ôptica a 490 nm. El valor 
obtenido en unidades de absorbancia se transformô en mg. mL"^ de azùcar 
interpolando el valor de absorbancia en una recta de calibrado construida con 
concentraciones conocidas de glucosa (desde 20 a 105 pg. mL'^). La densidad ôptica 
de las diferentes muestras se midiô en un espectrofotômetro Zeiss modelo PM 2 DL.
79
M ateria l y Métodos
3.9. PRODUCCION DE UDPG-deshidrogenasa 
PRESENCIA DE IN H IB ID O R ES.
EN
Inôculos de 20 mg de peso seco de la bacteria X. albilineans fueron cultivados 
en medio Wilbrink iiquido conteniendo HMMG o MMMG, obtenidas de tallos de cana 
de azùcar de 22 meses de edad de la variedad Barbados 42-231, altamente 
susceptible a la enfermedad de la escaldadura foliar, durante un periodo de 24 h a 
una temperatura de 37°C. Cuando se indique, se adicionô al medio de cultivo 8- 
azaguanina 0,1 mM (inhibidor del proceso de transcripciôn), cloranfenicol 0,1 mM 
(inhibidor del proceso de la traducciôn) o piperina 0,03 mM (inhibidor especifico de 
UDPG-dh NAD^ dependiente) Fig 3 0 .
0  =  c — CH O  CHj
H C — CH
HC
PIPERINA
NH,
NH
8-A ZA G U A N IN A
OH
CLORANFENICOL
H
N ^C H C l;
Figura 30: Estructura quimica de los inhibldores piperina, 8
azaguanina y cloranfenicol.
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A diferentes tiempos, la bacteria fue recuperada por centrifugaciôn a 10.000 x  
g durante 20 min a 2°C. Los precipitados fueron lavados con agua destilada y 
resuspendidos en 1,0 mL de acetona pura, secandose en corriente de aire continue y 
el residue sôlido obtenido tras el secado fue resuspendido en 5,0 mL de tampôn 
fosfato sôdico 10 mM, pH 6,8, conteniendo a su vez un cocktail inhibidor de 
proteasas (Sigma Chemical Co.). Posteriormente se volviô a centrifugar a 10.000 x  g 
durante 20 min a 2°C. Los sobrenadantes obtenidos tras la centrifugaciôn se 
utilizaron para la valoraciôn de protemas, segün Warburg & Christian (1941) y para 
el ensayo de medida de actividad enzimatica de la UDPG-dh segün se ha explicado 
en el apartado 3.3.
3.10. VALORACIÔN DEL XANTANO PRODUCIDO POR 
Xanthom onas albilineans  TRAS LA INFECCIÔN DE TALLOS 
PROCEDENTES DE CANA DE AZÙCAR.
3.10 .1 . Preparaciôn de las muestras y aislam iento del xantano.
Segmentos de cana de azücar de la variedad Barbados 42-231 de 12 meses 
de edad y de 9,0 cm de longitud, fueron inoculados con 100 pL de una suspensiôn 
celular de X. albilineans cultivada en medio Wilbrink (équivalente a 0,008 mg de 
peso seco de la bacteria). La inoculaciôn fue llevada a cabo depositando 100 pL de la 
suspensiôn celular en las zonas de corte de cada segmento y posteriormente fueron 
mantenidos a temperatura ambiente. Cada 24 h, hasta un total de 9 dias, dos 
segmentos (uno control y otro inoculado), fueron molidos mecanicamente por 
separado y el jugo obtenido (25 mL aproximadamente de cada segmento), fue 
centrifugado a 10.000 x  g durante 15 min a una temperatura de 2°C.
Los precipitados obtenidos fueron eliminados y los sobrenadantes se 
almacenaron a -26°C para ser posteriormente procesados. En el caso de los tallos 
control sobre las zonas de corte se depositaron 100 pL de agua destilada esté ri I. 
Alicuotas de 5,0 mL de los sobrenadantes fueron filtradas a través de una columna 
de Sephadex G-10 conectada en serie con una columna de Sephadex G-50.
Ambas columnas presentan las mismas caractensticas que las mencionadas 
en el apartado 3.8, con la ünica salvedad que estàn conectadas entre si.
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Los primeros 70 mL de eluato, correspondientes al volumen muerto, fueron 
descartados. Los siguientes 30 mL recogidos (del mL 71 al 101), contenian una 
mezcla de glicoproteinas de alto peso molecular (HMMG) y los 80 mL restantes (del 
mL 102 al 182), contenian una mezcla de glicoproteinas de mediano peso molecular 
(MMMG) (Martinez et a/., 1990 a). Tanto en las fracciones correspondientes a las 
HMMG asi como en las fracciones MMMG se valorô la cantidad de azùcares siguiendo 
el método de Dubois et a/., (1956), segün se ha explicado en el apartado 3.8.1. Las 
fracciones obtenidas a partir de los 182 mL de eluciôn, se consideraron carbohidratos 
de bajo peso molecular denominados LMMC {Low Molecular Mass Carbohydrates) y 
fueron descartadas (F ig .31 ).
H M M 6 M M M 6 LM M C
n I 1
0,20 -
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0,12
m 0 ,0 8 -
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Figura 31: Perfil de eluciôn de una mezcla de azul 
dextrano y CoCL filtrada a través de dos columnas 
consecutivas de Sephadex G-10 y G-50. El azul 
dextrano y el cloruro de cobalto se m onitorizaron por 
medida de la densidad optica de las diferentes  
fracciones en sus maximos de absorciôn, 620 nm y 510  
nm respectivamente.
Del volumen restante de los sobrenadantes se tomaron alicuotas de 10 mL, a 
las que se le adicionaron 14,4 mL de alcohol isopropilico conteniendo KCI al 3% (p /v) 
en constante agitaciôn a temperatura ambiente. A continuaciôn, la mezcla se incubô 
a 4°G durante 2 h y después se centrifugé a 14.000 x  g durante 20 min a 2°C (Solas 
et al., 2003). El sobrenadante obtenido fue descartado, mientras que el precipitado, 
conteniendo el xantano, fue resuspendido en 10 mL de tampôn fosfato sôdico 10 mM 
a pH 6,8.
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3 .10 .2 . Fraccionamiento.
Alicuotas (5,0 mL) de los extractos conteniendo xantano fueron filtradas a 
través de una columna de Sephadex G-10 conectada a otra columna de Sephadex G- 
50. Ambas columnas, como se ha mencionado en el apartado 3.10.1., presentan las 
mismas caractensticas que ias mencionadas en el apartado 3.8. con la ünica 
salvedad que estan conectadas entre si. El tampon de eluciôn utilizado fue el mismo 
que se utilizô en el apartado 3.8. Los primeros 58 mL de eluato obtenidos, 
correspondientes a una parte del volumen muerto, fueron descartados, mientras que 
los siguientes 12 mL (del mL 58 al 70), recogidos en alicuotas de 3,0 mL, contenian 
polisacaridos de peso molecular superior a las HMMG. Las HMMG eluyeron desde los 
mL 71 al 101. Las MMMG eluyeron desde los 102 mL a los 182 mL. El contenido en 
azücares totales fue valorado en dichas fracciones segün se describe en los 
apartados 3.8.1 y también se llevô a cabo la medida de proteinas de acuerdo con 
Warburg & Christian (1941) (Fig. 32 ).
3 .10 .3 . Hidrôiisis âcida y extracciôn de azùcares.
Aquellas fracciones obtenidas por filtraciôn a través de Sephadex-G50 que 
dieron reacciôn positiva para azücares (del mL 58 al mL 70) de jugos obtenidos de 
segmentos de tallo de caha de azücar transcurridos 5 dias tras el proceso de 
inoculaciôn con la bacteria, fueron sometidas a hidrôiisis acida. Para ello, 5,0 mL de 
dichas muestras fueron mezclados con 5,0 mL de MCI 6N. La mezcla se mantuvo a 
80 °C durante 16 h y luego se llevô a sequedad bajo corriente de aire a temperatura 
ambiente. El residuo seco fue resuspendido en 3,0 mL de etanol frio ai 80% (v /v ) y 
almacenado a 4°C durante 2 h. Posteriormente, se centrifugé la mezcla a 19.000 x  g 
durante 15 min a 2°C. El sobrenadante obtenido, conteniendo los azücares 
solubilizados en etanol, se llevô a sequedad bajo corriente de aire a temperatura 
ambiente.
Finalmente, los residuos secos procedentes de la extracciôn de xantano, 
fueron resuspendidos en 500 pL de tampôn borato sôdico 10 mM, pH 9,2, y 
utilizados para détecta r azücares mediante Eiectroforesis Capilar. Los tallos control 
(no inoculados) se sometieron al mismo protocolo que el descrito anteriormente. 
Fracciones de HMMG y de los xantanos, obtenidas por filtraciôn a través de 
Sephadex-G50, correspondientes a diferentes dias tras inocuiaciôn con la bacteria, 
fueron liofilizadas y posteriormente resuspendidas en 500 pL de tampôn borato 
sôdico 10 mM a pH 9,2 para ser utilizadas en el analisis mediante Electroforesis 
Capilar.
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VALORACION DEL XA NTAN O  PRODUCIDO POR X .a lb i l in e a n s  
TRAS LA INFECCIO N DE TALLOS DE CANA DE AZUCAR.
SEGMENTOS DE CANA DE AZUCAR
-------------  Inocuiac'ion X an th om on as  a lb H in e an s
jueos
PRE(%(TAD(
C EN TR IFU G A C IO N  
1 0 ,00 0  X g  min
SOBRENADANTE
13 mL DE VOLUMEN
PR E C IP ITA C IÔ N  CON __________ I
ALCOHOL I
/5 0 -P R O P IU C O  *
+ KCI Qi 3% CENTRIFUGACIÔN
5 mL DE VOLUMEN
F IL T R A C IÔ N  POR COLUMNA  
G -1 0  CONECTADA A G -5 0
50BRÈI^/4DANTE
F IL TR A C IÔ N  POR COLUMNA  
G -1 0  CONECTADA A G -5 0
PRECIPITADO
RE5VSPENDER EN IQ mL 
TAAAPON FOSFATO SODICO
FRACCIONES 
102-182 mL 
(MMMG)
T
FRACCIONES 
71-101 mL 
(HMA/IG)
VOLUMEN
MUE6TO
58 mL a LA 70 mL 
(XANTANOS)
MEDIDA POLISACARIDOS 
(mg mL'^)
FRACCIONES 71 A LA 101 mL (HMMG) 
FRACCIONES 102 A LA 182 mL (AAAAMG)
MEDIDA 
POLISACARIDOS 
(mg mL-i)
ELECTROFORESIS
CAPILAR
-  H ID R 0 L I5 IS  Â C ipA  
EXTRAC CIÔN AZUCAR
MEDIDA 
POLISACARIDOS 
mg mL-i
Figura 32: Esquema del proceso de ta valoraciôn del xantano producido por Xanthomonas 
albilineans tras la infecciôn de tallos de cana de azùcar.
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3 .10 .4 . Valoraciôn del xantano por Electroforesis Capilar.
El aparato utilizado para ilevar a cabo este analisis fue el mismo que el 
utilizado en el apartado 3.5.3., por lo que su acondicionamiento se llevô a cabo de 
idéntica manera. Las muestras analizadas, asi como los correspondientes patrones, 
se prepararon a una concentraciôn 1,0 mg m L '\
Las separaciones electroforéticas se llevaron a cabo a un voltaje constante de 
11 Kv aplicado de tal forma que la migraciôn de los compuestos iônicos se producia 
desde el anodo hasta el catodo. Como electrolito se utilizô tampôn borato sôdico 25 
mM, pH 9,2. Los electroferogramas se obtuvieron mediante un ordenador acoplado al 
sistema, utiiizando el programa 32 Karat (v. 7.0).
3 .10 .5 . Ensayo de actividad proteasa
Cultivos de X. albilineans en medio Wilbrink liquido a 37 °C durante 24 h, se 
centrifugaron a 10,000 x  g durante 20 min a una temperatura de 2°C. Los 
precipitados obtenidos fueron lavados con agua destilada y resuspendidos en 1,0 mL 
de acetona pura. Posteriormente fueron secados en corriente de aire a temperatura 
ambiente y el residuo sôiido obtenido fue resuspendido en 5,0 mL de tampôn Tris- 
HCI, pH 8,0. Posteriormente se llevô a cabo una nueva centrifugaciôn a 10,000 x  g 
durante 20 min a una temperatura de 2°C. Los sobrenadantes obtenidos fueron 
utilizados para medir protemas mediante Warburg & Christian (1941) y para medir 
actividad proteasa. La medida de actividad proteasa se llevô a cabo utilizando 
caseina como sustrato. Se prepararon mezclas de reacciôn conteniendo 0,5 mL de 
una disoluciôn proteica bacteriana a una concentraciôn de 0,1 mg mL'^; 1,0 mL de 
caseina al 6% (p /v) y 1,0 mL de tampôn Tris-HCI 10 mM, pH 8,0. La reacciôn se 
desarrollô a una temperatura constante de 37°C durante 30 min. Como control, se 
prepararon mezclas de reacciôn en ausencia de sustrato. Transcurrido este tiempo, 
la reacciôn se parô mediante la inmersiôn de los tubos en un baho con agua a 100 
°C durante 3 min. Pasado este tiempo, se adicionaron 0,5 mL de reactivo de Folin. El 
color producido en la reacciôn es debido a la presencia de tirosina libre y fue medido 
a 540 nm (Shastry y Prasad, 2002). En determinados tubos de reacciôn, se 
preincubaron las proteinas bacterianas durante 5 min a una temperatura de 37°C 
con 0,5 mL de disoluciones de HMMG ô MMMG preparadas a una concentraciôn de 
0,1 mg mL^ procedentes de jugos de caha de azùcar de la variedad Barbados 42-231 
de 12 meses de edad inoculados y sin inocular con X. albiiineans. Tras 5 min de 
contacte, se adicionô el sustrato de la reacciôn, caseina. Se préparé un ultimo tubo 
en el cual las glicoproteinas HMMG ô MMMG eran sustituidas por un coktail inhibidor
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de proteasas llevàndose a cabo la preincubaciôn y la reacciôn en las mismas 
condiciones anteriormente descritas (Tabla V I I I ) .
TUBOS Tampon
(mL)
Proteina
bacteriana
(Proteasa)
(mL)
HMMG
(mL)
MMMG
(mL)
Cocktail
(mL)
Casema
(mg/mL)
Reactivo 
de Folin
1 1 1 0.5
2 1 0 .5 1 0 .5
3 0 .5 0 .5 0 .5  
(no Inoc)
1 0.5
4 0 .5 0 .5 0 .5  
(no inoc)
1 . . .
5 0 .5 0 .5 0 .5 1 0.5
6 0 .5 0 .5 0 .5
(inoc)
1 0 .5
7 1 0 .5 0 .5 0 .5
(inoc)
0 .5
Tabla V I I I :  Componentes de los diferentes tubos de reacciôn para llevar a cabo el experim ento  
de medida de la actividad proteasa. El orden de adiciôn de los componentes es el que figura en 
la tabla de izquierda a derecha.
3.11. ALTERACIONES EN EL PROCESO DE 
CRISTALIZACIÔN DE LA SACAROSA ORIGINADAS POR EL 
XANTANO PRODUCIDO POR Xanthom onas albilineans.
3.11.1 . Material vegetal utilizado.
Tallos de cana de caha de azùcar de la variedad Barbados 42-231, de 9 meses 
de edad, fueron inoculados en el invernadero del Real Jardin Botanico Alfonso X III 
(Universidad Complutense de Madrid), inyectandose 5,0 mL de una suspensiôn 
celular de X. albilineans, cepa NCPPB 887, cultivada en medio Wilbrink liquido.
3.11 .2 . Metodoiogia de ia inocuiaciôn.
Un matraz con 50 mL de medio Wilbrink liquido (Dye, 1980) fue inoculado con 
20 mg de peso seco de la bacteria X. albilineans. El matraz se mantuvo en estufa a 
37°C durante 48 h. Pasado este tiempo se procediô a inocular los tallos aplicando 
aproximadamente 5,0 mL del cultivo bacteriano (équivalente a un Ig  de peso seco
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de la bacteria) en cada punto de inoculaciôn. La inoculaciôn se hizo en los 
entrenudos 1 y 2 de cada tallo, los mas viejos de la planta.
En cada entrenudo se eligieron dos puntos de inoculaciôn. El mismo protocolo 
fue utilizado para el control utilizando para la inoculaciôn 5,0 mL de agua destilada 
en lugar de la suspensiôn celular bacteriana (F ig .3 3 ).
Figura 33: Proceso de inoculaciôn con Xanthom onas  
alb ilineans  en ta llo  de cana de azùcar de 9 meses de edad 
de la variedad Barbados 42 -2 3 1 .
3 .11 .3 . T ratam iento  de ias m uestras en ei iaboratorio.
Pasados 7 dias de la inoculaciôn, se procediô a cortar los tallos a ras del suelo 
para ser manipulados en el Iaboratorio. Los entrenudos 1 y 2 se guardaron y el resto 
de la caha fue eliminada. Cada entrenudo fue exprimido en una prensa y parte del 
jugo obtenido de cada uno fue guardado por separado para un posterior tratam iento 
de clarificaciôn. El resto del jugo se utilizô para la medida del brix refractométrico, 
usando un refractômétro de Cari Zeiss (Jena) y expresando los resultados como 
porcentaje de sôlidos solubles. Los valores obtenidos fueron comparados con los 
valores de sôlidos solubles de disoluciones de concentraciones conocidas de sacarosa.
3 .11 .4 . Clarificaciôn dei jugo
Volûmenes de 10 mL de los jugos obtenidos en el proceso anteriormente 
descrito fueron tratados con una disoluciôn saturada de bicarbonate de amonio hasta 
obtener un pH final de 8,0. Pasados 10 min, las muestras se centrifugaron a 10,000
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X g durante 20 min. El precipitado obtenido, conocido con el nombre de "cachaza" y 
rico en lipidos principalmente, se desechô.
El sobrenadante se evaporô en un baho a 80°C hasta obtener un volumen 
final de 2,0 mL. Finalmente, muestras con 100 pL de los jugos clarificados, se 
depositaron en diferentes portas para observar el proceso de cristalizacion de la 
sacarosa. Para ello se utilizô un microscopio Zeiss invertido acoplado a una camara 
digital Nikon Coolpix 5000.
3.11 .5 . Purificaciôn del xantano
La preparaciôn de las muestras, aislamiento del xantano y su fraccionamiento, 
se efectuô de la misma manera que lo reflejado en los apartados 3.10.1  y 3.10 .2 , 
respectivamente. En este caso, las fracciones de eluato entre el mL 58 y el mL 70 se 
jun ta ron, obteniéndose un volumen final de 12 mL. El mismo protocolo se utilizô 
para las muestras control de plantas no inoculadas. Para comprobar el grado de 
cristalizaciôn de la sacarosa se prepararon dos series de portas conteniendo 50 pL de 
una disoluciôn de sacarosa concentrada o bien una mezcla de esta disoluciôn a la 
que se le adicionaron otros 50 pL de una disoluciôn de xantanos procédante de 
plantas inoculadas. Se tomaron imagenes temporizadas del proceso de cristalizaciôn 
a las 4, 5 y 24 h, mediante la utilizaciôn de un microscopio Zeiss invertido acoplado a 
una camara digital Nikon Coolplix 5000.
4. RESULTADOS

Resultados
4.1 . PURIFICACIÔN Y PROPIEDADES DE LA ENZIMA UDPG- 
deshidrogenasa, NADPH-DEPENDIENTE PROCEDENTE DE LA 
BACTERIA Xanthom onas albilineans.
En este apartado se presentan los resultados obtenidos de los ensayos 
realizados para determinar las condiciones de maxima producciôn de la enzima 
UDPG-dh, su purificaciôn, determinaciôn de su pl, caracterizaciôn de UDP-GIcA como 
producto de reacciôn y su separaciôn de UDPG mediante Electroforesis Capilar.
También se procediô a caracterizar la enzima, calculando algunas de sus 
constantes cinéticas, asi como su pH y temperatura ôptimos. Igualmente se llevô a 
cabo la secuenciaciôn del extremo N-terminal de dicha enzima purificada a 
homogeneidad.
4 .1 .1 . Cinética de producciôn de la UDPG-deshidrogenasa.
Utilizando extractos libres de células de X. albilineans cultivada sobre medio 
Wilbrink como fuente de enzima, no fue observada ninguna reacciôn redox cuando 
dichos extractos acelulares fueron suplementados con UDPG como substrato y NAD^ 
0 NADP^ como cofactores de oxido-reducciôn.
No obstante, una pequeha oxidaciôn de NADPH fue observada en mezclas de 
reacciôn que contenian proteina bacteriana y UDPG. La enzima fue sin embargo 
inactiva frente a NADH. La cinética de producciôn de esta hipotética UDPG-dh 
dependiente de NADPH por X. albilineans en cultivo liquido fue medida sin y con 
aireaciôn de las correspondientes mezclas de reacciôn. El suplemento de oxigeno 
incrementaba grandemente la actividad (Fig. 34 A).
Seleccionando la condiciôn de aireaciôn de las mezclas, se llevaron a cabo 
modificaciones en la fuente de carbono del medio Wilbrink original midiendo la 
producciôn de la enzima en el primer dia de cultivo, siendo éste dia el de maxima 
producciôn para la UDPG-dh (Fig. 34 B). La maxima recuperaciôn de la enzima se 
logra sobre sacarosa 58 mM mientras que la adiciôn de glucosa o la substituciôn total 
del disacarido por glucosa précticamente anulan la actividad enzimatica.
Para ve ri fi car si el efecto de la glucosa se ejercia a través de una represiôn 
catabôlica de la enzima, se anadiô AM Pc 0,5 mM a los medios de cultivo que 
contenian glucosa y la actividad enzimatica fue medida durante el primer dia de 
cultivo.
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Este planteamiento contemplaba la posibilidad de que la glucosa inhibiera el 
gen que codifica para la UDPG-dh. El AMPc actuana entonces eliminando el catabollto 
del lugar de su union al DNA, permitiendo asi la transcripciôn del gen.
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Figura 34: (A ) In fluencia de la aireaciôn en la oxidaciôn de NADPH por UDPG- 
deshidrogenasa a partir de un extracto libre de células de Xanthom onas albilineans  
cultivadas durante 24 h en medio W ilbrink. Los valores son la media de très réplicas. (B ) 
Producciôn de UDPG-deshidrogenasa por Xanthom onas albilineans  transcurridas 24 h 
suplem entando el medio de cultivo W ilbrink con sacarosa 58 mM ( ■ ) /  glucosa 58 m M (« )  ô 
una mezcla equim olar de ambos azùcares (^  ). Los valores son la media de très réplicas.
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Como se muestra en la Fig. 35, el nucleôtido ciclico no aumentô la velocidad 
de oxidaciôn del NADPH, por lo que se debe descartar la hipôtesis de un efecto 
glucosa sobre la UDPG dh.
Tiempo (horas)
Figura 35: Efecto del AMP ciclico (0 ,5  m M ) sobre la producciôn de UDPG- 
deshidrogenasa en medios suplementados con glucosa 58 mM ( • ) ,  frente  a 
medios suplementados con glucosa 58 mM y sin AMP ciclico ( ■ ) .  Los valores 
son la media de très réplicas.
4 .1 .2 . Purificaciôn de la UDPG-deshidrogenasa.
De acuerdo con los resultados obtenidos en el apartado anterior, se procediô 
a purificar la enzima a partir de un extra cto libre de células, obtenido a partir de un 
cultivo de X. albilineans durante 24 h en medio Wilbrink, suplementado con sacarosa 
58 mM e incluyendo en los extractos un cocktail inhibidor de proteasas tal y como se 
describiô en Material y Métodos, apartados (3.2 y 3.4.).
De las 33 fracciones que se recogieron tras filtra r 10 mL de la muestra a 
través de la columna Dowex en alicuotas de 3 mL, tan sôlo las 14 primeras 
fracciones (correspondientes a los mL 0 al 42) fueron significatives al valorar su 
contenido proteico (F ig .36 ).
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Figura 36: Variaciôn del contenido proteico en las fracciones obtenidas 
a partir de un extracto libre de células tras la filtraciôn a través de la 
columna Dowex.
La fracciôn numéro 13 fue la que présenté un mayor valor de actividad 
especifica, medido en mg NADPH oxidado mln'^ mg'^ proteina. De acuerdo con estos 
resultados, la enzima UDPG-deshidrogenasa fue purificada 126 veces con una 
recuperaciôn de! 2,1% (Tabla IX ) .
Muestra VoLCmL) [Prot] (mg mL h
*[Prot total] 
(mg)
M.E.
(mü)
*A .T .
(mU)
Purificaciôn
(veces)
Recupe­
raciôn (%)
Extracto 
libre de 
células
24 0,24 5,78 39,6 229 0 100
Precipitado 
de la 2“ 
precipitaciôn
44 0,04 1,72 56,8 97 1.43 42,35
Fracciôn 13 
procédante 
de columna 
Dowex.
3 0,0003 0,01 5,0 4,8 126,40 2,1
★ [prot total]=[proteina total]=[prot] (mg mL'*) voL 
★ A.E.= actividad especifica= mg NADPH mg prot * min * 
★ A.T.=actividad total=Proteina total A.E.
Tabla IX : Purificaciôn de la enzima UDPG-deshidrogenasa de Xanthomonas albilineans.
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La enzima purificada fue analizada mediante Electroforesis Capilar en las 
condiciones descritas en el apartado 3.5.1. de Material y Métodos. DIcho analisis 
revel6 un solo pIco de tiempo de migraciôn 32.44 min, el cual contenia 2,14 pg de 
proteina pura (F ig .37 A ), lo cual Indicaba que la proteina habia sido purificada a 
homogeneidad. Se procediô a calcular el pl de la enzima mediante Electroforesis 
Capilar, Interpolando el valor de movilldad electroforética en una recta patrôn 
construlda con protemas de pl conocido tal y como se explica en el apartado 3.5.2 de 
Material y Métodos. El p l de la enzima UDPG-deshidrogenasa résulté ser de 8,98 
(F ig .37 B). El peso molecular de la UDPG-dh se obtuvo de manera similar al calcule 
del p l usando proteinas patrôn de peso molecular conocido, tal y como se explicô en 
el apartado de 3.5.5 de Material y Métodos y fue estimado en 14,1 kDa (F ig .37 C).
4 .1 .3 . Separaciôn del âcido UDP-glucurônico producido durante la 
reacciôn de la UDPG sustrato m ediante Electroforesis Capilar.
La verificaclôn de que la proteina purificada era una auténtica UDPG-dh, 
requlere la Identificaclôn de UDP-GIcA como ünico producto de reacciôn.
4.1.3.1 Electroforesis Capilar con detecciôn indirecta y reversiôn de ia 
polaridad y Cromatografia Micelar Electrocinética.
Para llevar a cabo la detecciôn de UDP-GIcA producido durante la reacciôn 
catallzada por la enzima UDPG-dh se procediô a utillzar la técnica de Electroforesis 
Capilar con detecciôn Indirecta y reversiôn de la polaridad, usando las condiciones de 
analisis expllcadas en el apartado de Material y Métodos 3.5.3.1. Los patrones fueron 
disoluciones de UDPG y UDP-GIcA, ambas preparadas a concentraciones de 1,0 mg 
mL'^ y 0,5 mg m L '\ respectivamente. La detecciôn de los patrones mediante esta 
técnica revel ô un unico pico, tanto para UDPG como para el UDP-GIcA cuando se 
prepararon a concentraciones de 1,0 mg m L '\ con tiempos de migraciôn de 4,067 
min para la UDPG y de 4,125 min para el UDP-GIcA (F ig .38 A y B).
Se procediô a prépara r los mismos patrones a una concentraciôn de 0,5 mg 
m L '\ obteniéndose un ùnico pico para la UDPG, con un tiempo de migraciôn de 
4,050 min y de 4,133 min para el UDP-GIcA (Fig.39 A y B).
Finalmente, se préparé una mezcla de los patrones UDPG y UDP-GIcA, ambos 
a una concentraciôn de 0,5 mg m L '\ obteniéndose un unIco pico con un tiempo de 
migraciôn de 4.154 min (F ig .40).
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Figura 37: (A ) Electroferograma obtenido m ediante electroforesis capilar, de la enzim a UDPG- 
deshidrogenasa de Xanthom onas albilineans donde se muestra un ùnico pico con un tiem po de 
migraciôn de 32 ,44  min. La detecciôn se realizô a 200nm . (B ) Analisis sem ilogaritm ico a partir 
de valores de p l conocidos pertenecientes a una serie de protemas patrôn frente  a tiempos  
absolutos de migraciôn en electroforesis capilar, donde l  = invertasa de Ievadura con un (p l  
4 ,0 ); 2=ferritina  de caballo con un (p l 4 ,4 ); 3=albùm ina bovina con un (p l 4 ,9 ); 4 =  alcohol 
deshidrogenasa con u n (p l 5 ,4 ); 5=anhidrasa carbônica con un (p l 5 ,8 ); 6=m ioglobina con un 
(p l 7 ,0 ); 7=citocrom o c con un (p l 10 ,6); y 8=invertasa purificada procédante del liquen 
Evernia p runastri con un (p l 13 ,0 ). (C) Representaciôn semilogaritmica de la relaciôn entre el 
logaritmo del peso molecular de varias proteinas patrôn frente a tiem pos de migraciôn 
absolutos en electroforesis capilar, donde l= ca ta lasa  (2 4 0  kDa); 2=alcohol deshidrogenasa 
(1 5 0  kDa); 3=anhidrasa carbônica (29  kDa); 4=m ioglobina (1 7 ,8  kDa); 5 = citocromo c (1 2 ,5  
kDa) y 6=ferredoxina de espinaca (6  kDa).
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Figura 38: (A ) Electroferograma obtenido m ediante electroforesis capilar con detecciôn 
indirecta y reversion de la polaridad catodo anodo a partir de muestra patron de UDP- 
glucosa preparada a una concentraciôn de 1,0 mg mL \  La detecciôn se realizé a 214 nm.
(B ) Electroferogram a obtenido mediante electroforesis capilar con detecciôn indirecta y 
reversiôn de la polaridad càtodo-ânodo a partir de una muestra patrôn de âcido UDP- 
glucurônico preparado a una concentraciôn de 1,0 mg mL^. La detecciôn se realizô a 214  
nm.
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Figura 39: (A ) Electroferograma obtenido m ediante electroforesis capilar con detecciôn 
indierca y reversiôn de la polaridad (càtodo-ànodo) a partir de una m uestra patrôn de UDP- 
glucosa preparada a una concentraciôn de 0 ,5  mg mL^. La detecciôn se realizô a 214 nm.
(B ) Electroferograma obtenido mediante electroforesis capilar con detecciôn indiercat y 
reversiôn de la polaridad (càtodo-ânodo) a partir de una muestra patrôn de âcido UDP- 
glucurônico preparado a una concentraciôn de 0 ,5  mg mL'^. La detecciôn se realizô a 214  
nm.
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Figura 40: Electroferograma obtenido m ediante electroforesis capilar con detecciôn 
indierca y reversiôn de la polaridad (càtodo-ànodo) a partir de una mezcla de patrones de 
UDP-glucosa y àcido UDP-glucurônico a una concentraciôn de 0,5 mg mL'^. La detecciôn se 
realizô a 214 nm.
No se obtuvieron picos significatives cuando se anaiizaron contrôles de la 
reacciôn catalizada por la UDPG-dh en mezclas de reacciôn preparadas en ausencia 
de sustrato (UDPG) y tampoco cuando se anaiizaron los componentes a partir de una 
verdadera mezcla de reacciôn, conteniendo sustrato, enzima y cofactor (no se 
muestran los resultados).
Puesto que los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, ya que no se 
obtuvo una verdadera separaciôn de picos cuando se anaiizaron los patrones (UDPG 
y UDP-GclA) y el anélisis de los contrôles y de las reacciones tampoco fueron 
déterminantes, se procediô a analizar nuevamente las muestras mediante la técnica 
de Cromatografîa Micelar Electrocinética mediante la adiciôn del agente surfactante 
SDS, tal y como quedô explicado en el apartado de Material y Métodos 3.5.3.2.
Los patrones se prepararon a una concentraciôn de 1 mg m L '\ y la detecciôn 
mediante esta técnica revelô 2 picos importantes para la UDPG con tiempos de 
migraciôn de 6,125 min y 8,6 min (Fig. 41A ), pudiéndose interpreter el primer pico 
como una micela formada por UDPG+SDS y el segundo pico siendo ùnicamente 
UDPG.
El anélisis obtenido del acido UDP-glucurônico, revelô un pico importante con 
tiempo de migraciôn de 14,092 min. El pico con un tiempo de migraciôn de 6,72 min 
podria tratarse de una micela formada por SDS (F ig .41 B). Cuando se anaiizaron 
mediante esta técnica las mezclas de patrones preparadas a una concentraciôn de 1 
mg m L '\  se obtuvieron 3 picos relevantes con tiempos de migraciôn de 6,4 min.
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8,73 min y 12,3 min, repectivamente (Fig.41 C). El primer pico podria interpretarse 
como una micela formada por UDPG, UDP-GIcA y el SDS. El segundo pico obtenido 
con tiempo de migraciôn de 8,73 min podria corresponderse a UDPG libre. El tercer 
pico obtenido podria tratarse de UDP-GIcA, équivalente al pico obtenido con tiempo 
de migraciôn de 14,092 cuando se analizô de manera independiente (Fig.41 B).
Cuando se procediô al anélisis de los contrôles de reacciôn (sin UDPG) y de 
las reacciones (conteniendo sustrato, enzima y cofactor), se obtuvieron 
electroferogramas diferentes. El control de la reacciôn aparece representado en la 
Fig. 42 A y su correspondiente anélisis a partir de una mezcla de reacciôn aparece 
representado en la Fig. 42  B. El pico obtenido tras el anélisis, con un tiempo de 
migraciôn de 15,97 min, podria ser UDP-GIcA, si se compara con su respectivo 
patrôn con tiempo de migraciôn de 14,092 min, representado en la Fig 41 B.
No obstante, los resultados obtenidos mediante esta técnica de Cromatografîa 
Micelar Electrocinética no fueron lo suficientemente claros para dilucidar la 
separaciôn de UDP-GIcA producido durante la reacciôn de la UDPG sustrato 
catalizada por la enzima UDPG-dh. Por ello, se decidiô llevar a cabo un ultimo ensayo 
aplicando la técnica de Electroforesis Capilar con polaridad énodo-cétodo.
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Figura 41: (A ) Electroferograma obtenido m ediante Cromatografîa Micelar Electrocinética a 
partir de una muestra patron de UDP-glucosa preparada a concentraciôn de 1,0 mg mL'^. La 
detecciôn se realizô a 214 nm. (B ) Electroferograma obtenido m ediante Cromatografîa  
Micelar Electrocinética a partir de una muestra patrôn de âcido UDP-glucurônico preparada  
a una concentraciôn de 1,0 mg mL^. La detecciôn se realizô a 214 nm. (C ) Electroferograma  
obtenido m ediante Cromatografîa Micelar Electrocinética a partir de una mezcla de patrones 
preparados a una concentraciôn de 1,0 mg mL^. La detecciôn se realizô a 214  nm.
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Figura 42: (A ) Electroferograma obtenido m ediante Cromatografîa Micelar Electrocinética 
a partir de una muestra control de reacciôn (sin UDP-glucosa). La detecciôn se realizô a 
214 nm. (B ) Electroferograma obtenido m ediante Cromatografîa Micelar Electrocinética a 
partir de una muestra de reacciôn (conteniendo el sustrato de la reacciôn, enzima y 
cofactor). La detecciôn se realizô a 214 nm.
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4.1.3.2 Separaciôn electroforética con polaridad ànodo-câtodoi.
Una disoluciôn de UDPG, a una concentraciôn de 1,0 mg m L '\ tal y como 
queda explicado en el apartado 3.5.3.3 de Material y Métodos, fue empleada como 
patrôn para la separaciôn por Electroforesis Capilar. Su detecciôn revelô un unico 
pico con un tiempo de migraciôn de 4,70 min. UDP-GIcA, preparado a la misma 
concentraciôn, produjo un unico pico en este caso con un tiempo de migraciôn de 
5,76 min (No se muestran los electroferogramas).
Ambos compuestos fueron separados a partir de una mezcla de los mismos, 
mostrando idénticos tiempos de migraciôn a los obtenidos por separado (Fig. 43  A). 
Las mismas muestras, preparadas a una concentraciôn de 0,5 mg mL'^, produjeron 
picos en Electroforesis Capilar con tiempos de migraciôn de 4,26 min para la UDPG y 
5,25 min para el UDP-GIcA, tiempos algo mas cortos que los obtenidos en el caso 
anterior (F lg .43 B). De un control de la reacciôn catalizada por UDPG-dh, preparado 
en ausencia de sustrato (UDPG), no se obtuvo ningûn pico identificativo (F ig .43 C), 
mientras que la separaciôn de los componentes a partir de una verdadera mezcla de 
reacciôn, conteniendo sustrato, enzima y cofactor, revelô un pico principal con un 
tiempo de migraciôn de 6,27 min (F ig .43 D), el cual fue identificado como UDP-GIcA. 
Parte de la UDPG que no se transformô en la reacciôn catalizada por la enzima 
UDPG-dh quedô reflejada en un pico con tiempo de migraciôn de 4,88 min. De esta 
forma, la conversiôn catalitica de la UDPG por la acciôn de la enzima UDPG-dh en 
presencia de oxfgeno y NADPH, realmente produjo UDP-GIcA.
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Figura 43: (A ): Electroferograma obtenido m ediante electroforesis capilar a partir de una 
mezcla de UDP-glucosa y àcido UDP-glucurônico preparados a una concentraciôn de 1,0 mg 
mL'^ cada uno. La detecciôn se realizô a 200 nm. (B ): Electroferogram a obtenido mediante  
electroforesis capilar a partir de una mezcla de UDP-glucosa y àcido UDP-glucurônico  
preparados a una concentraciôn de 0 ,5  mg mL'^ cada uno. La detecciôn se realizô a 200  nm.
(C): Electroferograma obtenido m ediante electroforesis capilar del control de la reaccciôn 
enzimàtica sin la adiciôn del sustrato UDP-glucosa. La detecciôn se realizô a 214  nm. (D ): 
Electroferograma obtenido m ediante electroforesis capilar de la mezcla de reacciôn pasados 
30 minutes de contacte entre la enzima UDPG-deshidrogenasa con los sustratos (UDP-glucosa 
y oxigeno) y el coenzima (NADPH).
4.1 .4 . Caracterizaciôn de la enzima UDPG-deshidrogenasa.
La cinética de saturaciôn de la enzima por UDPG fue hiperbôlica, tipica de una 
enzima micaeliana, pero la enzima fue inhibida por concentraciones de UDPG 
superiores a 1,3 mM (F ig .44  A).
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El valor de la Km para UDPG fue calculado en 0,87 mM, deducido del anàllsis 
de la representaclôn doble reciproca efectuado (Fig. 44  B). La dependencia de 
suministro de oxigeno de la velocidad de reacciôn mostrô ser lineal tal y como se 
observa en la Fig.44 C, variéndose el tiempo de suministro de oxigeno en la mezcla 
de reacciôn desde 5 hasta 30 min para un tiempo total de reacciôn de 30 min.
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Figura 44: (A ) Representaclôn directa de la cinética de saturaciôn de 
UDPG- deshidrogenasa por UDP-glucosa. (B ) Càlculo del valor de la Km de 
la enzima UDPG-deshidrogenasa m ediante el anélisis de doble reciproca.
(C ) Representaclôn de la relaciôn entre la velocidad de reacciôn de la 
enzima UDPG-deshidrogenasa trente a diferentes tiem pos con suministro  
de oxigeno.
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Ademas, la velocidad de reacciôn se saturô para concentraciones de NADPH 
superiores a 0,2 mM (Fig.45 A), obteniéndose unos valores de Km para el cofactor 
de 0,30 mM (F ig .45 B). El coeficiente de interacciôn (hh) de la enzima con NADPH 
fue estimado mediante la representaclôn de Hill, siendo de 3, tal y como se muestra 
en la (F ig .45 C). Segùn estos datos obtenidos, podemos afirmar que la enzima 
UDPG-dh se comporta como una enzima alostérica en su interacciôn con el NADPH.
%  ■ -
<5 2,0
< 1,0
■>x
y= 0,05x -  0,165; r^= 0,98
K„ = 0,30mM
0,2 0,3
NADPH] mM
0,5
i.
X
>
t  : i
>
>
0)
0
2.0 
1,5
1.0 
0,5 
0,0 
- 0,5 
- 1,0 
- 1,5 
- 2,0
/
y = 2.9ÛX + 2.51 ; = 0.93
J I L
-1,8 -1,6 -1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2
log [S]
Figura 45: (A ) Cinética de saturaciôn de sustrato de la UDPG-deshidrogenasa con diferentes  
concentraciones del cofactor NADPH. (B ) Càlculo del valor de la Km para el cofactor NADPH 
m ediante el anélisis de doble reciproca. (C ): Càlculo del coeficiente de interacciôn de la UDPG- 
deshidrogenasa con el NADPH.
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Ademas, se ensayo la actividad enzimatica para un range de valores de pH 
que oscilaron entre 3,0 y 9,0, siendo el pH 6,8 el optimo para la reacciôn de 
oxidaclôn (Fig. 46  A). Igualmente se ensayo el valor de la tempe ratura optima de la 
reacciôn enzimatica utilizando valores de temperature comprendidos entre 4°C y 
90°C, siendo la temperatura ôptima de la reacciôn de 37°C (Fig. 46  B).
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Figura 46: (A ) Dependencia de la actividad de la enzima UDPG-deshidrogenasa sobre diferentes  
valores de pH utilizados en la mezcla de reacciôn. Los valores obtenidos son la media de très  
réplicas. (B ) Dependencia de la actividad de la enzima UDPG-deshidrogenasa sobre diferentes  
valores de tem peratura utilizados durante la reacciôn. Los valores obtenidos son la media de 
très réplicas.
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Con la enzima purificada a homogeneidad, se analizô la secuencia N-terminal 
de acuerdo con lo descrito en el apartado 3.6.4. de Material y Métodos. Esta 
secuencia, deducida de las mayores concentraciones de un aminoacido particular en 
las muestras digeridas sucesivamente, resultô ser: I  (Isoleucina), Q (Glutamina), P 
(Prolina), Y (Tirosina), N (Asparagina), H (Histidina) tal y como se indica en la Tabla 
X.
AA 1 2 3 4 5 6
D 10,69 17,28 1,61 22,78 1.32 23,22 1,01 21,94 17,83
N 4,68 7,64 1,63 10,97 1,43 9,58 12,23 1,28 7,95
S 19,12 10,63 11,97 1,12 12,10 1,01 15,32 1,27 9,50
Q 1,89 18,28 5,44 12,78 1,24 10,93 12,74 1,22 11,15
T 8,75 22,12 2,53 26,06 1,18 24,01 26,38 1,10 17,98
G 21,01 16,50 24,92 1,81 24,05 24,60 22,22
E 20,94 20,58 29,18 1,42 31,33 1,07 28,31 25,85
H 1,81 2,42 1,34 3,27 1,35 3,07 3,25 4,26 1,31
A 51,96 32,12 39,58 1,23 26,71 25,85 22,16
R 11,62 21,49 1,85 27,81 1,29 20,06 19,17 17,84
Y 5,98 5,59 6,32 1,13 7,99 1,26 6,47 4,87
P 2,95 3,95 1,34 15,84 4,01 15,34 14,51 15,91 1,09
M 6,97 2,28 2,6 1,14 2,68 1,03 3,30 1,23 2,60
V 67,49 30,57 29,37 19,68 20,91 16,96
F 29,81 14,94 11,32 7,02 7,40 6,41
I 67,98 38,31 26,48 15,69 14,11 13,17
K 7,89 30,54 3,87 30,00 21,54 21,30 23,17 1,09
L 64,53 33,40 22,21 14,80 17,85 1,21 18,54 1,07
IQPYNH
Tabla X: Anélisis de la secuencia N -term inal de la enzima UDPG-deshidrogenasa deducida de 
acuerdo con la maxima concentraciôn de un aminoacido particular obtenido tras sucesivas 
digestiones enzimaticas. El valor indicado en la segunda subcolumna para cada columna de 
orden indica el increm ento relative en la concentraciôn de cada aminoacido respecte al 
obtenido en la digestiôn secuencial previa (valores 2 /1 ,  3 /2  etc).
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4.2 . PAPEL DE LAS GLICOPROTEINAS DE CANA DE AZÙCAR 
Y EFECTO DE LOS INHIB IDO RES DE PROTEASAS EN LA 
PRODUCCIÔN DE LA ENZIMA UDPG-deshidrogenasa.
Para verificar la posible acciôn de las glicoprotemas de cana de azùcar, HMMG 
y MMMG, en la virulencia de X. albilineans, se cultivô dicho microorganismo en medio 
Wilbrink liquide al que se adicionô HMMG y MMMG, obtenidos de tallos de cana de
azùcar de la variedad Barbados, de 22 meses de edad, siendo esta variedad
altamente sensible a la escaldadura foliar.
En determinados ensayos se adicionô al medio de cultive 8-azaguanina a una 
concentraciôn de 0,1 mM (inhibidor transcripcional) o cloranfenicol a una 
concentraciôn de 0,1 mM (inhibidor traduccional). Los cultives en medio Wilbrink 
liquide control o conteniendo HMMG y MMMG, fueron también modificados mediante 
la adiciôn al medio de piperina, un inhibidor especifico de la UDPG dh, tal y como 
aparece detallado en el apartado 3.9 de Material y Métodos. A continuaciôn se
detallan los resultados obtenidos en el experimento.
La actividad enzimatica de la UDPG-dh mostrô un notable descenso durante 
las primeras 15 h en los cultives control; pasado este tiempo, los valores de 
actividad enzimatica se mantuvieron constantes hasta las 24 h (F ig .47A ).
La pérdida inicial de la actividad de la UDPG-dh se volviô a producir en 
cultives de la bacteria X. albilineans inoculada en medio Wilbrink liquide 
suplementado con HMMG. Sin embargo, transcurridas las 15 h, se produjo un 
incremento exponencial de la actividad enzimatica que se mantuvo hasta las 24 h de 
cultive (F ig .47 A). Sin embargo, cuando la bacteria fue cultivada en medio Wilbrink 
liquide suplementado con MMMG, no se produjo la pérdida inicial de la actividad 
enzimatica como ocurna en los cases anteriores. En este caso la actividad 
incrementô notablemente hasta el ultime dia de cultive (F ig .47 A). La variaciôn del 
contenido proteico obtenido en estas condiciones queda representado en la Fig 47 B. 
La adiciôn de HMMG o MMMG al medio de cultive Wilbrink liquide mantiene la 
producciôn de las proteinas mientras que el crecimiento bacteriano se mantenga 
constante. Se detectô una pérdida muy acusada de protemas totales cuando se 
cuantificaron en cultives control ùnicamente constituidos por medio Wilbrink liquide y 
la bacteria (F ig .47 B).
109
Resultados
+  M M M G
^  + H M M G
C o n t r o l
9 1 2  1 5  1 8  21 2 4  2 7
T ie m  p o  ( h o r a s )
Control
10 15 20
Tiem po (ho ras)
Figura 47: (A ) Variaciôn de la actividad enzim atica de la UDPG- 
deshidrogenasa de Xanthomonas albilineans  cultivada en medio 
W ilbrink liquido con HMMG 6 MMMG procedente de cana de azùcar de la 
variedad Ba 42231  de 22 meses de edad. Los valores obtenidos son la 
media de très réplicas. (B ) Variaciôn del contenido proteico obtenido a 
partir de extractos libres de células después del cultivo. Los valores 
obtenidos son la media de très réplicas.
110
Resultados
Cuando se adicionô 8-azaguanina (inhibidor de! proceso de transcripciôn) a 
los medios de cultivo, la actividad inicial de la enzima UDPG-dh se mantuvo 
constante durante todo el tiempo de cultivo, incluso cuando el medio fue 
suplementado con HMMG ô MMMG, aunque los valores de actividad obtenidos al 
adicionar las glicoproteinas de cana de azùcar a dicho medio fueron ligeramente 
superiores a los valores obtenidos cuando se adicionô ùnicamente el inhibidor 
transcripcional (Fig. 4 8 ). Cuando se incluyô cloranfenicol (inhibidor del proceso de la 
traducciôn) en los medios de cultivo, ùnicamente las MMMG muestran competir por 
el incremento de la producciôn enzimatica a las 24 h (F ig .49 ). Ambos inhibidores 
(cloranfenicol y 8-azaguanina), anulan la pérdida de la actividad enzimatica de la 
UDPG dh en ausencia de las glicoproteinas de cana de azùcar, tal y como aparece 
representado en la Fig.50, en la que se muestran los valores de actividad enzimatica 
de los cultives en presencia de ambos inhibidores (8-azaguanina y el cloranfenicol) 
frente al control sin adiciôn de dichos inhibidores.
La actividad enzimatica de la UDPG-dh fue completamente inhibida cuando se 
suministraron concentraciones de 8-azaguanina y cloranfenicol a una concentraciôn 
de 300 pM (estos datos no aparecen representados).
Cuando se adicionô 0,03 mM de piperina (inhibidor especifico de la UDPG-dh 
NAD^-dependiente) al medio de cultivo conteniendo a su vez HMMG ô MMMG, se 
obtuvieron resultados diferentes a los esperados, ya que la actividad de la enzima 
UDPG-dh se mantuvo estable sin ningùn tipo de variaciôn (F ig .51).
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Figura 48: Variaciôn de la actividad enzim atica de la 
UDPG-deshidrogenasa de la bacteria Xanthomonas  
albilinenans  cultivada en medio W ilbrink liquido con 
HMMG+8-azaguanina (o ) ô MM MG+8-azaguanina  
(A) y los contrôles sin 8-azaguanina ( ■ )  y con 8- 
azaguanina (□ ) ,  procédantes de cana de azùcar de 
la variedad Ba 42231  de 22 meses de edad. Los 
valores obtenidos son la media de très réplicas.
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Figura 49: Variaciôn de la actividad enzimatica de la UDPG-
deshidrogenasa de la bacteria Xanthomonas albilineans cultivada en 
medio W ilbrink liquido con HMMG+cloranfenicol (O ) ô 
MMMG+cloranfenicol (A) y los contrôles sin cloranfenicol ( ■ )  y con 
cloranfenicol (□ ) ,  procédantes de cana de azùcar de la variedad Ba 
42231 de 22 meses de edad. Los valores obtenidos son la media de très  
réplicas.
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Figura 50 Variaciôn de la actividad enzimatica de la UDPG- 
deshidrogenasa de Xanthomonas albilineans  cultivada en medio 
W ilbrink liquido con 8-azaguanina (□ ) ,  con cloranfenicol ( □ )  ô sin 
ningùn inhibidor ( ■ ) .  Los valores obtenidos son la media de très  
réplicas.
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Figura 51: Variaciôn de la actividad enzim atica de la UDPG-
deshidrogenasa de Xanthom onas albilineans  cultivada en medio W ilbrink  
con HMMG ( • ) ,  HMMG-fpiperina ( o ) ,  MMMG (▲ ) ,  MMMG+iperina ( A ) ,  
control ( ■ )  y control+piperina (D ),procedente de cana de azùcar de la 
variedad Ba 42231  de 22 meses de edad. Los valores obtenidos son la 
media de très réplicas.
Se llevô a cabo un ultimo ensayo de medida de inhibiclon de la actividad 
proteasa bacteriana con HMMG y MMMG, siguiendo la metodologia explicada en el 
apartado 3.10.5 de Material y Métodos. Para ello, extractos libres de células de la 
bacteria que mostraron actividad proteasa, fueron preincubados durante 5 min con 
HMMG 6 MMMG obtenidas a partir de jugos de cana de azùcar procédantes de 
plantas sanas e inoculadas, revelandose una inhibiclon variable de la actividad 
proteasa frente a la caseina (sustrato de la reacciôn). Las HMMG procédantes de 
plantas sanas no inhibieron practicamente a las proteasas bacterianas, 
aproximadamente un 33 % de inhibiciôn fue detectado cuando se utilizaron HMMG 
procédantes de plantas inoculadas con la bacteria. Sin embargo, las MMMG obtenidas 
de plantas sanas produjeron un efecto inhibitorio similar o ligeramente superior al 
obtenido tras la utilizaciôn de las mismas glicoproteinas pero obtenidas de plantas 
enfermas (Fig. 52 ).
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Figura 52: Inhib iciôn de la actividad proteasa bacteriana por las HMMG y 
MMMG aisladas a partir de segm entes de cana de azùcar no inoculados con 
la bacteria (n i) e inoculados ( i ) .  Sin, indica sin preincubaciôn. Los valores  
obtenidos son la m edia de très réplicas.
De este estudio puede deducirse que la UDPG-dh de X.albilineans es una 
enzinna preexistente, constitutiva, sensible a proteasas, cuya actividad se desarrolla 
solo en el caso de que las proteasas bacterianas no se produzcan o estén inhibidas 
por factores externos.
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4.3 . ESTUDIO DEL XANTANO PRODUCIDO POR 
Xanthom onas albilineans  OBTENIDO TRAS LA 
INFECCIÔN DE TALLOS DE CANA DE AZÙCAR.
La inoculaciôn experimental Nevada a cabo en segmentes de tallos de cana de 
azùcar de la variedad Barbados 42-231 con la bacteria X. albilineans, produjo 
cambios importantes en el patron de la producciôn de los polisacaridos de cana de 
azùcar.
Segmentes de cana de azùcar, de 9 cm de longitud, fueron inoculados con 
100 pL de una suspensiôn de células de X. albilineans después de ser cortados y se 
mantuvieron durante un tiempo maxime de 9 dias a temperatura ambiente. Cada dia, 
dos segmentes (uno control y otro inoculado), fueron mecanicamente molidos para 
obtener sus correspondientes jugos. Este proceso se repitiô de la misma manera 
hasta el dia noveno siguiendo el mismo protocole explicado de forma detallada en el 
apartado 3.10.1 de Material y Métodos.
Una mezcla de polisacaridos, incluyendo la fracciôn glicidica de HMMG y 
MMMG, fueron obtenidos tras la filtraciôn a través de una columna de Sephadex G- 
10 conectada en serie con una columna de Sephadex G-50 tal y como queda 
explicado en el apartado 3.10.1 de Material y Métodos. Las fracciones que contenian 
HMMG eluyeron en los mL 71 al 101, mientras que las MMMG eluyeron desde el mL 
102 al 182. Posteriormente, se valorô la cantidad de azùcares en cada fracciôn 
mediante el método de Dubois et al., (1956) como se explicô en el apartado 3.8.1 de 
Material y Métodos. Los resultados obtenidos tras esta medida quedan reflejados en 
la Fig. 53A. La maxima cantidad de HMMG procedente de segmentes de cana sanos 
(sin inocular con la bacteria), se obtuvo en el dia sexto del experimento, coincidiendo 
con el valor minimo de MMMG recuperado. A partir de este dia, la cantidad de HMMG 
obtenida disminuyô mientras que los valores obtenidos para MMMG aumentaron 
discretamente, sujetos a ciertas oscilaciones (F ig .53A).
Sin embargo, el patrôn de eluciôn obtenido correspondiente a los segmentos 
de tallos de cana de azùcar previamente inoculados con la bacteria X. albilineans, fue 
muy diferente. Se produjo un desplazamiento en el perfil de eluciôn de las HMMG, 
obteniéndose los valores mas altos en el noveno dia de tratamiento, mientras que los 
valores obtenidos para las MMMG sufrieron oscilaciones, produciéndose ademas un 
desplazamiento de 24 h respecte al valor maximo obtenido en comparaciôn con el 
tratam iento control (Fig. 53B ).
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Figura 53: (A ) Variaciôn de la producciôn de los azùcares de las glicoprotem as HMMG ( ■ )  
y MMMG ( • )  obtenidos a partir de jugos de cana de azùcar procédantes de segmentos de 
cana de la variedad Barbados de 12 meses de edad sin inocular con Xanthom onas  
albilineans. Los valores obtenidos son la media de très réplicas. (B ) Variaciôn de la 
producciôn de los azùcares de las glicoprotemas HMMG ( ■ )  y MMMG ( • )  obtenidos a 
partir de jugos de cana de azùcar procédantes de segmentos de cana de la variedad  
Barbados de 12 meses de edad inoculados con Xanthomonas albilineans. Los valores  
obtenidos son la media de très réplicas.
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Los jugos obtenidos a partir de los segmentos de cana de azùcar de la 
variedad Barbados 42-321, de 12 meses de edad, fueron precipitados con alcohol 
/so-propilico conteniendo KCI al 3% antes del fraccionamiento y posteriormente se 
filtraron a través del sistema de columnas G-10 y G-50 conectadas en serie. Se 
valorô la cantidad de azùcares totales, a cada dia del experimento (desde el dia 1 
hasta el dia 9), de las fracciones eluidas entre los 58 mL y los 70 mL, 
correspondiéndose con polisacaridos de peso molecular superior al de las HMMG, e 
igualmente se valorô la cantidad de azùcares totales de las fracciones eluidas entre 
los mL 71 y 101, relacionados con las HMMG tanto en los contrôles como en los 
segmentos de tallo inoculados con la bacteria X. albilineans. Los resultados obtenidos 
de cada dia del experimento aparecen representados en las Figs. 54 y 55.
En la Fig. 56 se représenta n de forma resumida los resultados obtenidos de 
la medida de azùcares totales tras la precipitaciôn con alcohol /so-propilico durante 
los nueve dias de tratam iento, procedentes de las fracciones eluidas entre los 71 mL 
y 101 mL, tanto en los contrôles como en los inoculados con la bacteria. Se pudo 
observer que la cantidad de azùcares en la fracciôn correspondiente a las HMMG, 
recuperada después de la filtraciôn a través de el sistema de columnas G-10 y G-50 
conectadas entre si, fue siempre superior a los valores obtenidos a partir de jugos 
sin tratar. El tratam iento con alcohol /so-propilico modifica el patrôn de eluciôn de las 
HMMG (Fig. 5 6 ).
Ademas, se obtuvieron cantidades significativas de azùcares totales en las 
fracciones obtenidas antes de la eluciôn de las HMMG (desde el mL 58 al 70), 
recuperadas al final del volumen muerto. La cantidad de azùcares obtenida en estas 
fracciones procedentes de los segmentos inoculados con la bacteria fue siempre 
inferior a la obtenida a partir de segmentos de cana sin inocular (Fig. 57 ). Sin 
embargo, la cantidad de azùcares recuperados de los tratamientos control decreciô 
dràsticamente a partir del segundo dia de almacenamiento e incrementô de manera 
discreta a partir del quinto dia de almacenamiento. Los azùcares obtenidos a partir 
de los segmentos de cana inoculados con la bacteria (xantanos) continuaron 
incrementando. Los azùcares obtenidos al final del volumen muerto podrian ser 
considerados como polimeros de peso molecular superior al de los polisacaridos 
identificados estrictamente como asociados a las HMMG y, por tanto, se trataria de 
xantanos producidos por la bacteria X. albilineans (Fig. 57 ).
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Figura 54: Variaciôn del contenido de azùcares totales en las fracciones de polisacaridos 
Insolubles en alcohol /so-propfllco sin Inocular (A), en las fracciones de glicoprotemas de 
alto peso molecular (HMMG) sin Inocular (▲ ) e Inoculadas ( ■ )  y xantanos (□ )  alslados a 
partir de segmentos de cana de azùcar de la variedad Barbados 4 2 -2 3 1  de 12 meses de 
edad, en los dias 1, 2, 3 y 4 del experim ento. Los valores obtenidos son la media de 3 
réplicas
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Figura 55: Variaciôn del contenido de azùcares totales en las fracciones de polisacaridos 
insolubles en alcohol /so-propilico sin inocular ( A ) ,  en las fracciones de glicoproteinas de alto  
peso m olecular (HMMG) sin inocular (A )  e inoculadas ( ■ )  y xantanos ( □ )  aislados a partir de 
segmentos de cana de azùcar de la variedad Barbados 42 -2 3 1  de 12 meses de edad, en los 
dias 5, 6, 7, 8 y 9 del experim ento. Los valores obtenidos son la media de très réplicas.
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Figura 56: Variaciôn de la producciôn de los azùcares de las 
glicoproteinas asociados a HMMG obtenidas a partir de jugo de cana 
de azùcar de 12 meses de edad tras ser precipitados con alcohol iso- 
propilico conteniendo 3 %  KCI procedentes de segmentos de cana sin 
inocular con la bacteria Xanthomonas albilineans  ( • )  y a partir de 
segmentos de cana inoculados ( ■ ) .  Los valores obtenidos son la 
media de très réplicas.
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Figura 57: Variaciôn de los polisacaridos con peso molecular superior 
al de las HMMG extraidos con alcohol /so-propilico conteniendo KCI al 
3 %  a partir de jugos de cana de azùcar obtenidos a partir de 
segmentos inoculados con la bacteria Xanthomonas albilineans  (m ) y 
sin inocular con dicha bacteria ( • ) .  Los valores obtenidos son la 
media de très réplicas.
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Se procediô entonces a valorar el contenido proteico de las fracciones 
comprendidas entre los mL 58 y 70 obtenidos tras la filtraciôn a través del sistema 
de columnas G-10 y G-50 conectadas en serie y previamente sometidas a 
precipitaciôn con alcohol /so-propilico antes del fraccionamiento. Los resultados 
obtenidos de la variaciôn del contenido proteico tanto en las muestras control como 
en las inoculadas con la bacteria aparecen representados en la Fig.58. Los jugos 
precipitados con alcohol /so-propilico conteniendo KG al 3%, procedentes de 
segmentos de cana de la variedad Barbados no inoculados con la bacteria X. 
albilineans, revelaron cantidades significativas de protemas en comparaciôn con los 
jugos sometidos al mismo tratam iento pero inoculados con la bacteria (F ig .58).
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Figura 58: Variaciôn de! contenido de proteinas de las fracciones eluidas a través del 
sistema de columnas G-10 y G -50 conectadas entre si de las fracciones obtenidas 
antes de la eluciôn de las HMMG (desde el mL 58 al mL 7 0 ) precipitadas con alcohol 
/so-propilico conteniendo KCI al 3 %  procedentes de jugos de cana de azùcar 
obtenidos a partir de segmentos de tallos inoculados y sin inocular con 
Xanthom onas albilineans. Los valores obtenidos son la media de très réplicas.
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Una vez valorado el contenido proteico de las fracciones comprendldas entre 
los 58 mL y los 70 mL se analizaron dichas fracciones mediante Electroforesis Capilar, 
preparando las muestras ta I y como se expllco en el apartado 3.10.4 del Material y 
Métodos.
El analisis electroforético revelô que las macromoléculas obtenidas a partir de 
las fracciones procedentes de los tratamientos control se resolvieron en dos picos 
con tiempos de migracion de 5,87 min y 8,42 min respectivamente, absorbiendo a 
una longitud de onda de 200 nm. Tan solo el ultimo pico resuelto a los 8,42 min 
résulté también absorber a los 280 nm. (Fig. 59 A y B). Igualmente, se détectaron 
2 picos de polimeros que absorben a 200 nm procedentes de los segmentos 
inoculados con la bacteria. Dichos picos presentaron tiempos de migracion de 5,87 
min y 9,0 min respectivamente (Fig. 60 A), pero ninguno de ellos fue detectado 
cuando se midiô absorbancia a los 280 nm (Fig. 60  B).
Ambas fracciones fueron hidrolizadas con MCI 6N de acuerdo con el apartado
3.10.3. de Material y Métodos, y los hidrolizados obtenidos fueron analizados 
mediante Electroforesis Capilar (apartado 3.10.4 de Material y Métodos). El anàlisis 
revelô que el hidrolizado obtenido de la fraccién procédante de los segmentos no 
inoculados con la bacteria X. albilineans estaba compuesta de glucosa con un tiempo 
de migracion de 9,98 min, galactitol con tiempo de migracion de 7,90 min y glucosa
1-fosfato con un tiempo de migracion de 15,57 min (Fig. 61 A)
El anàlisis realizado en las mismas condiciones, pero a partir de segmentos 
inoculados con la bacteria X. albilineans, se resolviô en picos compuestos por glucosa, 
con un tiempo de migracion de 10,39 min, manosa con tiempo de migracion de 
10,54 min, acido glucuronico, con tiempo de migracion de 11,74 min y glucosa 1- 
fosfato, con tiempo de migracion de 15,57 min (F ig .61 B). Tanto el écido
glucuronico como la manosa son componentes constitutivos de los xantanos 
producidos por X. albilineans y X. campestris, por lo que esto implicaria que los 
polisacaridos aislados a partir de jugos de cana procedentes de segmentos
inoculados con peso molecular superior al de las HMMG senan producidos por la 
bacteria patôgena.
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Figura 59: (A ) Electroferograma de las fracciones precipitadas con alcohol /so-propilico 
conteniendo KCI al 3 % , obtenidas a partir de jugos de cana de azùcar procedentes de 
segmentos no inoculados con la bacteria Xanthom onas albilineans  después de un dia de 
tratam iento  y eluidos a través de una sistema de columnas de Sephadex G-10 y G-50  
conectadas en serie. Las fracciones analizadas son las obtenidas entre los mL 58 al 70 previos 
a la eluciôn de las HMMG. El anàlisis revelô dos picos diferentes absorbiendo a 200 nm con 
tiempos de migracion absolutos de 5 ,87  min y 8 ,42  min. (B ) Electroferograma de las 
fracciones extraidas con alcohol /so-propilico conteniendo KCI al 3 %  procedentes de jugo de 
cana de azùcar de segmentos no inoculados con la bacteria Xanthomonas albiiineans  después 
de un dia de tratam iento  y eluidos a través de una sistema de columnas de Sephadex G-10 y 
G -50 conectadas en serie. Las fracciones analizadas son las obtenidas entre los mL 58 al 70  
previos a la eluciôn de las HMMG. El anàlisis revelô un ùnico pico absorbiendo a 280 nm con 
un tiem po de migraciôn absolute de 8 ,4 2  min.
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Figura 60: (A ) Electroferograma de las fracciones extraidas con alcohol /so- 
propilico conteniendo KCI al 3 %  de jugos de cana de azùcar obtenidos a partir de 
segmentos inoculados con la bacteria Xanthomonas albilineans  pasados un dia de 
tratam iento  y eluidos a través de un sistema de columnas de Sephadex G -10 y G- 
50 conectadas en serie. Las fracciones analizadas son las eluidas entre los mL 58  
al 70 previos a la eluciôn de las HMMG. El anàlisis mostrô dos picos diferentes  
absorbiendo a 200 nm con movilidades electroforéticas absolutas de 5 ,91  min y 
9,0  min. (B ) Electroferograma de las fracciones precipitadas con alcohol /so- 
propilico conteniendo KCI al 3 %  de jugos de cana de azùcar obtenidos a partir de 
segmentos inoculados con la bacteria Xanthomonas albilineans  pasado un dia de 
tra tam iento  y eluidos a través de un sistema de columnas de Sephadex G -10 y G- 
50 conectadas en serie. Las fracciones analizadas son las eluidas entre los mL 58  
al 70 previos a la eluciôn de las HMMG. El anàlisis no detectô ningùn pico 
electroforético cuando se midiô absorbancia a 280 nm.
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Figura 61: (A ) Electroferogram a de los azùcares liberados tras la hidrôlisis àcîda de los 
polisacaridos precipitados con alcohol iso-propilico conteniendo KCI al 3 %  de jugos de 
cana de azùcar obtenidos a partir de segmentos de cana no inoculados con la bacteria 
Xanthom onas albilineans  después de cinco di'as de tratam iento  y eluidos a través de un 
sistema de columnas de Sephadex G-10 y G-50 conectadas en serie eluidas entre los mL 
58 al 70  previos a la eluciôn de las HMMG.
(B ) Electroferograma de los azùcares liberados tras la hidrôlisis àcida de los 
polisacaridos precipitados con alcohol /so-propilico conteniendo KCI al 3 %  de jugos de 
cana de azùcar obtenidos a partir de segmentos de cana inoculados con la bacteria 
Xanthom onas albilineans  después de cinco dias de tratam iento  y eluidos a través de un 
sistema de columnas de Sephadex G-10 y G-50 conectadas en serie de las fracciones 
comprendidas entre los 58 mL y los 70 mL previos a la eluciôn de las HMMG.
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4.4 . ALTERACIONES EN EL PROCESO DE CRISTALIZACIÔN
DE LA SACAROSA ORIGINADAS POR EL XANTANO
PRODUCIDO POR Xanthom onas albilineans,
Bajo el punto de vista de la posible utillzaciôn de tallos de planta enferma en 
la industria azucarera, era Interesante analizar si los xantanos en los jugos, 
coexistentes con polisacaridos de cana y con la propia sacarosa, podian influ ir en el 
proceso de cristalizaciôn del azùcar. En una primera aproximaciôn, se realize una 
medida de sôlidos solubles de los jugos de cana de azùcar extraidos a partir de los 
entrenudos 1 y 2 de dos tallos inoculados con la bacteria X. albilineans (Tallo 1.1; 
Tallo 1.2; Tallo 2.1 y Tallo 2.2). Igualmente se llevô a cabo la medida de sôlidos 
solubles a partir de los jugos de cana de azùcar obtenidos a partir de los entrenudos 
1 y 2 de un tallo sin inocular con la bacteria (Control 1 y Control 2). Todas estas
medidas fueron comparadas con las obtenidas a partir de concentraciones de
sacarosa conocidas, tal y como se indica en la Tabla X I y Fig.62.
Como se puede observer, los valores de sôlidos solubles en los tallos son 
iguales o inferiores a los obtenidos en los tratamientos control y todos ellos inferiores 
a los obtenidos a partir de concentraciones de sacarosa conocidas. Esto haria pensar 
la posibilidad de que el proceso de inoculaciôn afecte en cierta medida a la 
cuantificaciôn de sôlidos solubles.
Control 1 Control 2 Tallo 1.1 Tallo 1.2 Tallo 2.1 Tallo 2.2
%
sôlidos
solubles
6 4 2 4 4 5
Sacarosa
2 0°/o
%
sôlidos
solubles 7 4 2 2 7 4 21.5
Tabla X I; Estimaciôn del Brix (%  de sôlidos solubles) de jugo de cana de azùcar extraido a 
partir de dos segmentos de tallo  de cana procedentes de los entrenudos 1 y 2 inoculados 
(Tallo  1.1; Tallo 1.2; Tallo 2.1 y Tallo 2 .2 ) y sin inocular con la bacteria Xanthomonas  
albilineans  (Control 1 y Control 2 ), asi como los valores obtenidos a partir de 
concentraciones conocidas de sacarosa.
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La cristalizaciôn de la sacarosa obtenida a partir de los jugos de los tallos de 
plantas del cultivar Barbados (sensible a la escaldadura foliar), muestra notables 
diferencias en comparaciôn con los jugos extraidos de plantas sanas (sin inocular con 
la bacteria). De la observaciôn microscôpica del proceso pasadas 24 h, se deduce un 
doble efecto:
1) El numéro de cristales de sacarosa formados disminuye drasticamente en 
los jugos inoculados (Fig. 63 A y B),
2) Los escasos cristales formados muestran la tipica agiomeraciôn de 
prismas en complejos de forma de estrellada, aunque los nûcleos son 
amorfos, o por el contrario, los prismas individuales muestran un escaso 
grado de agregaciôn (Fig. 63 C y D).
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Figura 62: Estimaciôn del Brix obtenido a partir de concentraciones conocidas 
de sacarosa.
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Figura 63: (A ) Cristalizaciôn parcial de la sacarosa a las 6 h a partir de jugos de cana de 
azùcar previam ente clarificados procedentes de segmentos de tallos de cana no inoculados. 
(B ) Cristalizaciôn parcial de la sacarosa a las 6 h a partir de jugos de cana de azùcar 
previam ente clarificados procedentes de segmentos de tallos de cana inoculados con 
Xanthom onas albilineans. (C ) Cristalizaciôn to ta l de la sacarosa a las 24 h a partir de jugos  
de cana de azùcar previam ente clarificados procedentes de segmentos de tallos de cana no 
inoculados con la bacteria. (D ) Cristalizaciôn to ta l de la sacarosa a las 24 h a partir de jugos  
de cana de azùcar previam ente clarificados procedentes de segmentos de tallos de cana 
inoculados con Xanthom onas.albilineans.
Los xantanos fueron purificados a partir de jugos de cana de azücar 
procedentes de segmentos de cana inoculados con la bacteria X. albilineans tal y 
como queda explicado en el apartado 3.11.5. de Material y Métodos. Los xantanos 
eluyeron desde el mL 58 al 70 a través del sistema de columnas G-10 y G-50 de 
Sephadex conectadas entre si. Esta eluciôn fue previa a la de las HMMG que eluyeron 
entre los 71 mL al 101 mL (Fig. 6 4 ).
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Figura 64: Perfil de eluciôn a través de un sistema de columnas de Sephadex  
G -10 y G-50 conectadas en serie de los xantanos y las HMMG en jugos  
obtenidos a partir de segmentos de cana de azùcar inoculados con la 
bacteria Xanthom onas albilineans.
Mediante la adiciôn de xantanos producidos por la bacteria X. albilineans a 
disoluciones saturadas de sacarosa, fue posible llevar a cabo una simulaciôn in vitro  
del efecto de los polisacaridos bacterianos en el proceso de cristalizaciôn de la 
sacarosa cuando ambos compuestos se mezclaron en jugos procedentes de 
segmentos de cana de azùcar enferma. Se produjeron notables diferencias en el 
patron de cristalizaciôn de la sacarosa que pudieron ser observados cuando a 
determinadas disoluciones saturadas de sacarosa se adicionaron volûmenes 
pequenos (50 pL) de los xantanos purificados obtenidos a partir de segmentos de 
cana de azùcar inoculados con la bacteria (F ig .6 5 ).
La adhesiôn de cristales individuales formando agregados estrellados fracasô 
en la mayoria de los ensayos (F ig .65 A, B, E y F) y los cristales se fractura ban 
durante el proceso de cristalizaciôn (Fig. 65 C y D). Sin embargo, en ausencia de 
xantanos, el proceso de cristalizaciôn de la sacarosa se llevô a cabo comenzando por 
la formaciôn de cristales irregulares con forma de prisma, que fueron creciendo en 
sus superficies latérales (Fig. 66A y B).
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La via de agregaciôn de estos cristales es reducida, a través de pequenas 
superficies que dan lugar a la formaciôn de cristales estrellados (Fig. 66 C).
Figura 65: (A y B) Cristalizaciôn parcial de la sacarosa a las 4 h a partir de 
una disoluciôn saturada de sacarosa y adiciôn de xantano. (C y D) 
Cristalizaciôn parcial de la sacarosa a las 6 h a  partir de una soluciôn 
saturada de sacarosa con la adiciôn de xantano. (E y F) Cristalizaciôn  
compléta de la sacarosa a las 24  h a partir de una concentraciôn saturada  
de sacarosa con la adiciôn de xantano.
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Figura 66: (A ), (B ) y (C ) D iferentes cristales de sacarosa 
obtenidos a las 24 h a partir de una disoluciôn concentrada de 
sacarosa sin la adiciôn de xantano.
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5.1. Xanthom onas albilineans  ES UNA BACTERIA 
PRODUCTORA DE XANTANOS.
El xantano, un polisacarido extracelular producido por X. campestris, consiste 
esencialmente en un esqueleto principal de (3-D-glucano en uniones 1 ^4 , sustituido 
en posiciôn 0-3  de cada segunda unidad glucosa por el trisacarido p-D-M anp-(1^4)- 
p-D -G lcpA-(l-^2)-a-D -M anp-(l-^.... Ademâs, las cadenas latérales pueden contener 
una cantidad variable de restos 0-acetil y piruvato, lo que conduce a una g ran 
heterogeneidad estructural del polimero. Dependiendo de la cepa bacteriana usada 
para producir el polisacarido, la fraccién de la cadena lateral que contiene piruvato 
puede variar de 0 a 100% (Tait et al., 1986). Se han descrito muestras de xantano 
con alto contenido en restos acetilo. La proporciôn de restos acetilo puede exceder el 
valor teôrico de un residuo por unidad pentasacandica repetida. Aunque la 
localizaciôn de estos grupos acetilo adicionales es incierta, se ha especulado que las 
acetilaciones multiples de residues manosil internes puede ser posible en algunos 
xantanos, asi como la acetilaciôn de los grupos manosil terminales (Stankowski e t al.,
1993).
Se sabe que la estructura secundaria de los xantanos surge de una transiciôn 
conformacional orden-desorden, dependiendo de la extension de la sustituciôn por 
piruvato. La mayor parte de los autores explican la estabilizacion de la forma 
ordenada por un empaquetamiento no covalente de las cadenas latérales a lo largo 
del esqueleto del glucano mediante puentes de hidrôgeno (Morris et al., 1977). La 
cuestiôn de si una molécula de xantano esta organizada como una banda simple o 
doble en disoluciôn acuosa esta aun bajo debate. Las discrepancias encontradas en 
la bibliografia surgen de las diferencias en la salinidad y temperatura de dichas 
disoluciones durante la experimentaciôn siguiendo diferentes tratamientos. En su 
forma nativa, el xantano es una doble hélice compacta (Lund et al., 1990) que puede 
extenderse al inducirse transiciones orden-desorden cuando disminuye el grado de 
salinidad o incrementa la temperatura (Liu et al., 1987). A la extensiôn sigue 
siempre un incremento de la viscosidad del xantano en disoluciôn.
Los xantanos son uno de los principales factores de patogenicidad de X. 
campestris. Su producciôn en el interior de la planta provoca la oclusiôn de los 
elementos conductores, tanto xilema como floema, lo que termina en un proceso de 
desecaciôn generalizada del huésped. De hecho, très mutantes déficientes en el 
polisacarido extracelular mostraban patogenicidad reducida en su bioensayo sobre 
plantulas de rabano (Li et al., 2001).
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Por otra parte, la comparaciôn de mutantes de X. campestris déficientes en 
UDPG-dh con la cepa sa I va je  demostrô que la expresiôn de esta enzima era 
absolutamente requerida para mantener la patogenicidad de la cepa frente a 
pimiento y tomate (Chang et ai., 2001). También X. albiiineans (Solas et ai., 2003) y 
Xylella fastidiosa (da Silva et al., 2001) producen un xantano relacionado con la 
patogenicidad de la cepa correspondiente y dirigido hacia la producciôn de oclusiones 
en los elementos de transporte a larga distancia. La diferencia fundamental entre 
este exopolisacarido y el producido por X. campestris radica en que el nuevo xantano 
esta formado por un tetrasacarido repetitivo ensamblado mediante la adiciôn 
secuencial de glucosa-l-P, glucosa, manosa y acido glucurônico (da Silva et ai., 
2001).
Dado que el UDP-GIcA sera la unidad diferencial entre xantanos, la enzima 
UDPG-dh resultara entonces crucial para la adquisiciôn de la patogenicidad y 
desarrollo de la enfermedad en los distintos huéspedes.
5.2. PURIFICACIÔN Y PROPIEDADES DE LA ENZIMA UDPG- 
deshidrogenasa, NADPH-DEPENDIENTE PROCEDENTE DE 
LA BACTERIA X. albilineans.
X. aibiiineans en cultivo liquide es capaz de producir una enzima que cataliza 
una reacciôn redox que usa UDPG como substrate y NADPH como cofactor. No 
obstante, la ausencia de reacciôn redox usando NAD+ o NADP+ en lugar de NADPH 
implica que esta enzima no cataliza la reacciôn convencional descrita para otras 
UDPG-deshidrogenasas (EC 1.1.1.22):
UDP-glucosa + 2 NAD^ + H^O Acido UDP-glucurônico + 2 NADH
como ha side descrito para la enzima estudiada en plantas, animales y bacterias
(Ankel et ai., 1966; Jaenicke y Rudolph, 1986; Sieberth et ai., 1995; Stewart y
Copely, 1999), sine la reacciôn alternativa
UDP-glucosa + 2 NADPH + 1,5 0% -> Acido UDP-glucurônico + 2 NADP^ + 2
HzO
como se deduce de la dependencia de oxigeno para la oxidaciôn de NADPH (Figs. 34  
A y  44C).
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La cantidad de producto formado es linealmente dependiente de la cantidad 
de oxigeno aportado a la mezcla durante el transcurso de la reacciôn (Fig. 44  C), lo 
cual indica una clara estequiometna, tal y como se expresa en la ecuaciôn de la 
transformaciôn oxidativa de UDPG. Para estudiar la producciôn de esta enzima, la 
bacteria X. albilineans fue cultivada en medio Wilbrink liquide (Dye, 1980) 
conteniendo sacarosa como unica fuente de carbone. La producciôn ôptima de la 
enzima UDPG-dh se obtiene a las 21-24 h de cultivo; pasado este tiempo la 
producciôn decrece. La adiciôn de glucosa a medios Wilibrink que contienen 
sacarosa, o el use de glucosa como unica fuente de carbone disminuye o minimize, 
respectivamente, la producciôn de la enzima (F ig .34 B).
Esta conducta difiere de la observada para otros microorganismos, como X. 
campestris (Woiciechowski et ai., 2004), E. coii fGrangeasse et ai., 2003) o 
Streptococcus termophilus (Levander y Radstrom, 2001), en las que tanto el 
crecimiento bacteriano como la producciôn de UDPG-dh son convenientemente 
promovidos por glucosa.
Una acciôn negative de la glucosa sobre la producciôn de la enzima por X. 
aibiiineans a través de un proceso de represiôn catabôlica, en la forma definida por 
Gancedo (1992), debe ser descartada, ya que el AMPc incluido en los medios de 
cultivo no re vie rte la acciôn de la glucosa. (Fig. 35).
La enzima UDPG-dh parece ser sensible a la acciôn de las proteasas. Se trata 
de hidrolasas que son sintetizadas por la bacteria de forma paralela a la smtesis de 
UDPG-dh. De hecho, es absolutamente necesario incluir un cocktail de inhibidores de 
proteasas en las mezclas de reacciôn para que la actividad enzimatica pueda ser 
convenientemente detectada. Desde el momento en que se ha descrito una UDPG-dh 
con caractensticas absolutamente diferentes a las otras UDPG-deshidrogenasas 
présentes en otros organismos, puede pensarse que estas caracteristicas tan 
especiales deben estar relacionadas con las capacidades fisiolôgicas tan particulares 
que posee la bacteria X. aibiiieans. De hecho, la inhibiciôn de las proteasas 
bacterianas mediante la acciôn de las glicoproteinas sintetizadas por la cana de 
azùcar tras la infecciôn con la bacteria (explicado mas adelante), podna ser la base 
de esta diferencia funcional.
La enzima ha sido purificada a homogeneidad, produciendo un ùnico pico en 
Electroforesis Capilar con un tiempo de migraciôn de 32,44 min (Fig. 37 A). El 
benceno, utilizado como marcador neutro, tiene un tiempo de migraciôn de 9,82 
min. Por ello, UDPG-dh se comporta como una proteina aniônica en nuestras 
condiciones de analisis, lo cual esta de acuerdo con el valor de pl obtenido (8,98).
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Esto implica que el pH del electrolito es ligeramente superior al p l de la 
proteina (Fig. 37 B) y, por ello, la proteina debe disociar protones y conducirse 
como un polianiôn, segùn la ecuaciôn:
policatiôn <- (pH <  p l)  4-  UDPG-deshidrogenasa -> (pH > p l)  -> polianiôn
El peso molecular de la enzima, representado en la Fig. 37 C, ha sido 
estimado en 14,1 KDa, notablemente bajo en comparaciôn con los obtenidos para 
otras UDPG-deshidrogenasas, como la enzima dimérica de E. coli con M, de 72 kDa, 
descrito por Sieberth et al. (1995) 0 el de la proteina monomérica de Streptococcus 
pyogenes con un M, de 45,5 KDa, descrito por Campbell et al. (1997). Como ya se ha 
mencionado en apartados anteriores, para ve ri fi car que la proteina obtenida es una 
auténtica UDPG-dh ha sido necesario la identificaciôn de UDP-GIcA como unico 
producto de reacciôn. La detecciôn del producto de reacciôn se ha llevado a cabo 
utilizando la técnica de Electroforesis Capilar.
En un principio se intentô sépara r UDP-GIcA por Electroforesis Capilar con 
detecciôn indirecte y reversiôn de polaridad, pero la separaciôn de los patrones 
utilizados, UDPG (como sustrato) y UDP-GIcA (como producto), no produjo 
resultados positivos (Figs. 38, 39, 4 0 ) y no se logrô una verdadera separaciôn de 
los picos detectados. Por ello se procediô a analizar nuevamente las muestras 
mediante Cromatografia Micelar Electrocinética con la adiciôn de SDS como agente 
surfactante para disminuir el flujo electro-osmôtico y atrapar molécules del analito 
en las micelas correspondientes. En este caso se obtuvieron resultados algo mas 
aciaratorios en lo que se refie re a la posible separaciôn de los patrones UDPG y UDP- 
GIcA (Fig. 41 A, B y C), pero la separaciôn no procediô aun con suficiente eficacia. 
La formaciôn de micelas por parte del agente surfactante podna facilitar la 
separaciôn de UDPG y UDP-GIcA, retrasando la salida, en este caso, de UDP-GIcA y 
obteniéndose un pico con tiempo de migraciôn de 12,30 min (Fig. 41 C). Sin 
embargo, cuando se analizaron los contrôles (mezclas sin UDPG) y las mezclas de 
reacciôn (conteniendo sustrato, enzima y cofactor), aunque se obtuvieron 
electroferogramas diferentes (Fig. 42  A y B), los picos detectados en este ultimo 
caso (Fig. 42  B), no resultaron ser lo suficientemente aciaratorios para poder 
identificar el producto de la reacciôn (UDP-GIcA), ya que los tiempos de migraciôn 
observados difieren en gran medida de los obtenidos cuando se analizaron los 
patrones (Fig. 41 A, B y C)
La separaciôn definitiva de UDP-GIcA se obtuvo cuando se procediô a la 
separaciôn electroforética convecional con polaridad anodo-catodo. En este caso se 
obtuvo un pico con tiempo de migraciôn de 6,27 min, mientras que parte de UDPG
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que no fue transformada en la reacciôn catalizada por la enzima UDPG-dh se revelô 
como un ùnico pico con un tiempo de migraciôn de 4,88 min (Fig. 4 3 ). Estos 
resultados han sido déterminantes para considerar a la enzima como una verdadera 
UDPG-dh.
Las caractensticas cinéticas de la enzima difieren de las descritas para UDPG- 
dh de otras fuentes. El valor de Km para la UDPG, 0.87 mM, es mas bajo que el 
descrito para la enzima E. coli (Sieberth et al., 1995; Schiller et al., 1973) pero mas 
alto que el descrito para UDPG-dh del grupo A de estreptococos (Campbell et al., 
1997) o la enzima de nôdulos de soja (Stewart y Copeland, 1999). No obstante, el 
valor de Km de la enzima de Xanthomonas para NADPH (0.30 mM) fue siempre 
superior al encontrado para el NAD+ usado por las otras UDPG-deshidrogenasas 
(Figs. 44  y 45  A y B). La enzima UDPG-dh se comporta como una enzima alostérica 
para el NADPH (Fig. 45 C). Un valor de coeficiente de interacciôn de 3,0 indica que 
la enzima posee très centres de uniôn diferentes para el NADPH, de los cuales tan 
solo uno séria el centro catalitico para UDPG y los dos restantes de regulaciôn 
alostérica. El hecho de que la enzima UDPG-dh muestre un ùnico centro catalitico 
para UDPG (Fig. 45 A) y asumiendo que la uniôn de las moléculas del NADPH a los 
centres de regulaciôn modifican las constantes cinéticas de la enzima (Fig. 45 C), la 
enzima UDPG-dh de X. albilineans podna définirse como una enzima mixta, 
alostérica para su coenzima, de acuerdo con KIotz y Hunston (1975).
Esto podna explicar la respuesta sigmoidal de la enzima a concentraciones 
crecientes de efecto r, asi como la inhibiciôn de la enzima para concentraciones de 
NADPH superiores a 0,22 mM. Sin embargo, considerando el NAD+del que dependen 
UDPG-deshidrogenasas procedentes de otras fuentes, éstas muestran siempre una 
relaciôn micaeliana f  rente a su cofactor NAD+ (Hinterberg et ai., 2002; Sommer et 
al., 2004). Estas diferencias confirman la singuralidad de esta enzima de X. 
albilineans, tan diferente a las otras UDPG-deshidrogenasas.
Para determinar el pH y temperatura ôptima de UDPG-dh se hicieron ensayos 
de actividad enzimatica para un rango de valores de pH y de temperatura tal y como 
queda explicado en el apartado 3.6.3. de Material y Métodos. Los resultados 
obtenidos representados en la Fig 46 (A y B) vuelven a dejar patente la peculiaridad 
de esta enzima en comparaciôn con otras UDPG-deshidrogenasas de otras fuentes.
En el caso de Cryptococcus iaurentii (Ankel, et ai., 1966), la enzima désarroi la 
su maxima actividad en un rango de pH comprendido entre 6,3 y 8,6 presentando un 
pH ôptimo de 7,3. Sin embargo UDPG-dh de Liiium longifiorum  présenta un pH 
ôptimo de 8,4 (Davies y Dickinson, 1972).
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En estudios realizados en E. coli (Schiller, et ai., 1973), se ha podido 
comprobar que en este caso la enzima présenta sus mayores valores de actividad 
enzimatica trabajando a pH 9,0 y a una temperatura de 30°C.
El extremo N-terminal de UDPG-dh, dependiente de NADPH, purificada 
représenta otra drastica diferencia frente a las UDPG-deshidrogenasas 
convencionales dependientes de NAD+. Mientras que la metionina es el aminoâcido 
N-terminal de estas deshidrogenasas, taies como la bovina (Lind et ai., 1999), de E. 
coii (Welch et al., 2002), de SInorhizobium meliloti (Capela et al., 2001), o de soja 
(Tenhaken y Thulke, 1996), demostramos que la isoleucina es el aminoâcido N- 
terminal de la UDPG-dh de X. albilineans (Tabla X ). Esta diferencia constituye una 
prueba mas de la singularidad de esta deshidrogenasa, aunque muchas otras 
proteinas contienen el mismo aminoâcido como primero de la secuencia N-terminal, 
como sucede en la somatolactina (Zhu et ai., 1999).
5.3. PAPEL DE LAS GLICOPROTEINAS DE CANA DE AZÙCAR 
Y EFECTO DE LOS INHIB IDO RES DE PROTEASAS EN LA
PRODUCCIÔN DE LA ENZIMA UDPG-deshidrogenasa.
Del estudio realizado para averiguar el posible papel que juegan las 
glicoproteinas de la cana de azücar y el efecto de los inhibidores de proteasas en la 
producciôn de la enzima UDPG-dh, se han obtenido conclusiones relevantes. Como 
se ha dicho anteriormente, algunas de las glicoproteinas producidas por la cana de 
azücar muestran capacidad de uniôn a otras glicoproteinas en la superficie de 
patôgenos potenciales y de endosimbiontes. En este sentido, podna decirse que 
ambas HMMG y MMMG actüan de manera semejante a lectinas, ya que el enlace p- 
1,2-fructosil fructosa puede ser reconocido especificamente por dominios 
aminoacidicos particu lares de glicoproteinas de paredes celulares de G. 
diazotrophicus (Legaz et ai., 2000), quedando entonces ligadas mediante un 
mecanismo de afinidad a la superficie externa de dichas paredes celulares y 
pudiendo ser separadas de ellas por competiciôn con un exceso de sacarosa. Esta 
séria la funciôn tipo de las lectinas vegetales, en la que la interacciôn protema- 
proteina es déterminante de los sistemas de informaciôn sobre compatibilidad o 
incompatibilidad celulares (Rao et ai., 1998). En otros casos, es la mitad peptidica de 
HMMG y MMMG la que posee dominios especificos de reconocimiento de N-acetil-D- 
glucosamina, uniéndose entonces a glicoproteinas que contienen el amino azücar, 
constitutivas de paredes celulares de teliosporas de Ustilago scitaminea (Millanes et 
ai., 2005) 0 de células bacterianas de X. albiiineans (Blanco et al., 2005 b). En este 
sentido, a las glicoproteinas de cana les corresponderian otros ligandos (receptores)
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de sistemas de sehalizaciôn diferentes al reconocimiento y, por ello, se les ha 
adjudicado el papel de mecanismos de defensa.
Tanto sean consideradas HMMG y MMMG como glicoproteinas semejantes a 
las lectinas o ligandos de otras sehales glicoproteicas, es interesante saber que 
muchas lectinas y sus receptores desarrollan en paralelo ciertas actividades 
enziméticas. Shannon y Hankins (1981), por ejemplo, describieron algunas
galactosidasas y manosidasas con actividad fitohemaglutinina. Molina et al. (1993) 
describieron por primera vez una proteina envuelta en el reconocimiento de algas 
liquénicas que desarrolla una actividad arginasa. Ademâs, varias lectinas de plantas 
pueden actuar como elicitores en la producciôn de fitoalexinas, como ha sido
demostrado en Pisum sativum  (Toyoda et al., 1995).
Algunas de ellas son también capaces de unirse a otras enzimas para 
modificar su actividad: la invertasa de Ricinus communis es activada por varias 
lectinas (Vattuone et ai., 1991) mientras que la ureasa de Xanthoria parietina es 
inhibida tras su interacciôn con la lectina del propio liquen (Molina et ai., 1993). En 
otros casos, las lectinas han sido ensayadas in vitro como inhibidores de la sintesis 
de proteinas (Kumar et ai., 1993). La uniôn de la lectina a su ligando no sôlo
modifica la actividad enzimâtica de su receptor especîfico, sino también la suya
propia, si la tuviere, como sucede con la Concanavalina A de Canavaiia ensiformis 
(Fontaniella et ai., 2004) o la arginasa de Evernia prunastri (Legaz et ai., 2004). Por 
tanto, si las glicoproteinas de cana de azùcar tienen capacidad para unirse a otras 
glicoproteinas, bien sean de las cubiertas celulares, bien sean citoplâsmicas, cabri a 
preguntarse si dichas glicoproteinas son capaces de a Itéra r la producciôn de UDPG- 
dh bacteriana, bien desencadenando una cascada de sehales desde su uniôn a 
receptores de pared, bien interaccionando con proteinas reguladoras de la smtesis de 
la enzima, bien uniéndose a la propia enzima.
Como se muestra en la Fig.48 puede afirmarse que las glicoproteinas 
sintetizadas por la cana de azùcar no compiten con la 8-azaguanina activando la 
trascripciôn del mRNA correspondiente a UDPG-dh. La presencia de HMMG ô de 
MMMG junto con el cloranfenicol en los medios de cultivo produce una disminuclôn 
de los valores de actividad enzimâtica en comparaciôn con los obtenidos en los 
cultivos control suplementados ùnicamente con cloranfenicol. Podna plantearse la 
posibilidad de que existiera una cierta competencia entre las glicoproteinas de la 
cana y el cloranfenicol inhibidor del proceso de traducciôn (Fig. 4 9 ). Tanto el 
cloranfenicol como la 8-azaguanina anulan la pérdida de la actividad enzimâtica de 
UDPG-dh en ausencia de las glicoproteinas de cana de azùcar (F ig .50 ).
Los resultados obtenidos podnan explicar que con concentraciones de 100 pM 
de 8-azaguanina o cloranfenicol se inhiba principalmente la smtesis de las proteasas
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bacterianas, responsables de la pérdida de actividad UDPG-dh con el tiempo, 
mientras que los mismos antimetabolitos, a una concentraciôn de 300 pM, podnan 
inhibir la sintesis tanto de las proteasas bacterianas como de la enzima UDPG-dh. 
Una explicaciôn similar podrîa invocarse para justificar el efecto de las HMMG y 
MMMG. El papel inhibitorio que juegan las MMMG frente a las proteasas bacterianas 
es mas évidente que el de las HMMG cuando dichas glicoproteinas se adicionan al 
medio Wilbrink liquido. Por ello, tal y como se muestra en la Fig. 47 A, la actividad 
enzimâtica obtenida en presencia de las MMMG es superior a la obtenida con las 
HMMG.
La cantidad de proteina recuperada por mg de peso seco de bacteria en 
cultivos suplementados con HMMG ô MMMG fue siempre superior a la obtenida en los 
cultivos control inoculados ùnicamente con la bacteria (Fig 47B ). Dentro de estas 
proteinas totales, también se debe incluir a la enzima UDPG-dh. Con las HMMG o las 
MMMG adicionadas al medio de cultivo, se intuye un proceso de inhibiciôn de las 
proteasas bacterianas permitiendo asi una mayor recuperaciôn de las proteinas 
totales, entre ellas UDPG-dh.
Sin embargo, la cantidad de proteina recuperada en los cultivos control fue 
significativamente inferior a la obtenida de cultivos sobre glicoproteinas debido a que 
la ausencia de éstas en el medio de cultivo favorecena la activaciôn de las proteasas 
bacterianas y, como consecuencia, la degradaciôn de UDPG-dh, como a parece 
representado en la Fig. 47  B.
X. fastidiosa, otra bacteria fitopatôgena de la que ya se ha hablado 
ampliamente en la introducciôn de este trabajo, también es capaz de sintetizar 
proteasas extracelulares en medios de cultivo (Da Silva e t ai., 2001). Estas 
proteasas producidas por cepas de X. fastidiosa patôgenas de cultivos de citricos y 
uva, pertenecen al grupo de la serin- y metaloproteasas, respectivamente (Fedato et 
al., 2006). Dow et al. (1990) plantearon la posibilidad de que estas proteasas 
bacterianas fueran utilizadas por la bacteria para degradar proteinas de la pared 
celular de la planta, burlando sus sistemas de defensa y favoreciendo la diseminaciôn 
de la bacteria en el interior de aquella. El papel de las proteasas en la patogenicidad 
depende en gran medida del sistema patôgeno-hospedador (Fry e t al., 1994), en el 
cual las proteasas actùan sobre el lugar de anclaje de los péptidos e intervienen en 
numerosas funciones fisiolôgicas (Romero et al., 2001). No obstante, en ausencia de 
organisme hospedador, estas proteasas bacterianas podnan ser utilizadas para 
hidrolizar proteinas bacterianas como la propia enzima UDPG-dh, tal y como ocurre 
en este caso.
Cuando extractos libres de células de X. albilineans, con actividad proteâsica, 
fueron preincubados durante 5 min con las glicoproteinas HMMG y MMMG obtenidas
142
Discusiôn
a partir de plantas de cana de azùcar, se obtuvieron resultados variables de 
inhibiciôn de la actividad proteasa estimada frente a caseina, utilizada como 
substrato de reacciôn. Tal y como se observa en la Fig. 52, las HMMG fueron las que 
presentaron valores mas altos de inhibiciôn de la proteasa bacteriana. Las 
caracteristicas de la producciôn del xantano podrian entonces explicarse en base a 
esta acciôn inhibitoria, confirmada en la Fig. 52, de las proteasas bacterianas por las 
glicoproteinas de cana de azùcar. Al no ser hidrolizada, UDPG-dh activa podna 
asegurar la producciôn del xantano.
Estudios previos llevados a cabo por Legaz et al. (1995) explican que la 
cadena de las HMMG es mas larga que la de las MMMG favoreciéndose por ello, en el 
caso de las HMMG, la uniôn a la estructura de las proteasas (presentando mayor 
nùmero de sitios de uniôn) en comparaciôn con las MMMG.
Una vez descubierto el papel que juegan las glicoproteinas de cana de azùcar 
en el proceso de inhibiciôn de las proteasas bacterianas en X. albilineans permitiendo 
la producciôn de UDPG-dh, se podria destacar la interdependencia existante entre el 
patôgeno y la planta, probablemente derivado de un proceso coevolutivo. A su vez, 
se podna también dar explicaciôn a que la bacteria X. albiiinenas no sea capaz de 
producir xantano en cultivo mientras que dicho exo-polisacarido es segregado por la 
bacteria en condiciones naturaies invadiendo los tejidos de la planta de cana de 
azùcar (Blanco et ai., 2005 b). Cuando se adicionô piperina (inhibidor especîfico de 
UDPG-dh NAD+ -dependiente) a los medios de cultivo, se obtuvieron resultados 
diferentes a los esperados, puesto que la producciôn de la enzima activa se mantuvo 
inalterada (F ig .51).
El uso de inhibidores especificos para el control de las proteasas bacterianas 
en la interacciôn planta-patôgeno ha sido pro pu esto frente a las plagas de herbivores 
(Ryan, 1990), hongos patôgenos (Lorito et ai., 1994) y nematodos parasites 
(Atkinson et ai., 1995). En el caso présente, sin embargo, la enzima UDPG-dh 
muestra un comportamiento especial muy diferente al de otras UDPG- 
deshidrogenasas procedentes de otras fuentes, pero similar al de otras enzimas 
como NADPH-citocromo reductasa. Esta enzima forma parte del sistema MFOS 
(Mixed Function Oxygenase System), involucrado en la hidroxilaciôn de esteroides 
endôgenos asi como en el metabolismo primario de compuestos extrahos. Su 
actividad enzimatica se ve aumentada en presencia de piperina (Sambaiah y 
Srinivasan, 1989).
Resumiendo los resultados obtenidos hasta el momento, podna decirse que se 
produce una smtesis masiva de proteasas bacterianas durante las primeras horas de 
cultivo, proteasas que actùan de forma preferente sobre UDPG-dh neosintetizada.
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Es necesaria la inhibiciôn de la producciôn de estas proteasas, o de su 
actividad, para que la actividad UDPG-dh sea convenientemente detectable. Por ello, 
la susceptibilidad de la planta a la infecciôn parece depender de la capacidad de la 
misma para producir los inhibidores de la proteasas bacterianas, ya que sin UDPG-dh 
activa, la bacteria no podria llevar a cabo la producciôn del xantano y la obturaciôn 
de los vasos conductores del huésped, sin lo cual no se llegaria a la fa se de 
desecaciôn, ultimo sintoma de la enfermedad.
La inhibiciôn de estas proteasas esta mediada por glicoproteinas de la cana de 
azùcar, glicoproteinas que se sintetizan después de que las plantas de cana de 
azùcar sufran dano mecanico o la invasiôn de un patôgeno, como es el caso de X. 
albilineans.
Se cree que en este hecho radica la explicaciôn de que la bacteria no produzca 
xantanos en cultivo mientras que si los produce activamente cuando parasita plantas 
de cana.
5.4. ESTUDIO DEL XANTANO PRODUCIDO POR X. 
albilineans  OBTENIDO TRAS LA INFECCIÔN DE TALLOS DE 
CANA DE AZÙCAR.
Como ya se ha mencionado en el apartado 5.1 de la Discusiôn, bacterias
fitopatôgenas como X. campestris o X. fastidiosa son capaces de sintetizar un
exopolisacarido denominado xantano, el cual juega un papel crucial durante el 
proceso de infecciôn sobre la planta y en el desarrollo de la enfermedad, dando lugar, 
principalmente, a la apariciôn de sintomas de desecaciôn foliar (Li et ai., 2001; da 
Silva et ai., 2001). La bacteria X. aibiiineans también produce un xantano el cual, 
esta estrechamente vinculado con la patogenicidad de la bacteria sobre la planta de
cana de azùcar (Solas et al., 2003; Fontaniella et al., 2002 b). Como ya se ha
mencionado en el apartado 5.3 de la Discusiôn, la bacteria es capaz de producir 
proteasas capaces de hidrolizar a la enzima UDPG-dh, enzima responsable en la 
producciôn de UDP-GIcA (monômero estructural de la molécula de xantano producido 
por X.albilineans) (Blanch et ai., aceptado). Por tanto, parece condiciôn necesaria 
para la producciôn del xantano y su secreciôn que las proteasas sean inhibidas, bien 
por factores endôgenos de la propia bacteria, lo cual parece no suceder en cultivo, 
bien por factores exôgenos, ambientales o procedentes de la planta huésped.
Sin embargo, determinadas glicoproteinas producidas por la cana de azùcar 
después del proceso de infecciôn, son capaces de actuar como potentes inhibidores 
frente a las proteasas bacterianas. Esto podria ser la razôn de la dificultad que
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conlleva el producir xantano en cultivo cuando no estàn présentes estos inhibidores 
de proteasas producidos por la cana de azùcar. Asegurada la producciôn de xantanos 
por inhibiciôn de las proteasas bacterianas, la goma se acumula de forma primaria 
en los tejidos conductores, invadiendo posteriormente los tejidos parenquimatosos. 
De acuerdo con este razonamiento, se ha demostrado que segmentos de cana de 
azùcar de la variedad Barbados 42-231, altamente susceptible a la enfermedad de la 
escaldadura foliar, inoculados con la bacteria X. albilineans, no sôlo son capaces de 
producir las glicoproteinas propias de la cana de azùcar, HMMG y MMMG, cuya 
separaciôn se logra por filtraciôn a través de un sistema de columnas de Sephadex 
G-10 conectada en serie con una columna de Sephadex G-50 (Fig. 53 A y B), sino 
que, como consecuencia de la infecciôn, la bacteria a su vez es capaz de sintetizar un 
polisacarido con un peso molecular superior al de las HMMG de la planta (Martinez et 
ai., 1990), el cual ha sido identificado como xantano.
Una diferencia fundamental entre las HMMG y los polisacaridos con peso 
molecular superior al de las HMMG radica en el contenido proteico, como ya se 
explicô en el apartado 1.4 de la Introducciôn. Las HMMG son glicoproteinas (Legaz et 
ai., 1995), y las macromoléculas de peso molecular superior al de las HMMG tan solo 
aparecen después de la infecciôn con la bacteria y su contenido proteico es 
précticamente nulo (Fig. 58 ), siendo de naturaleza exclusivamente polisacandica.
En las Figs. 54 y 55 se représenta el contenido en azùcares totales 
procedentes de las fracciones de polisacaridos insolubles en alcohol /so-propilico 
obtenidas de plantas sin inocular, de las HMMG (de plantas inoculadas y sin inocular) 
y de los xantanos aislados a partir de segmentos de cana de azùcar inoculados con la 
bacteria durante los 9 dias que durô el experimento.
A partir del dia quinto hasta el noveno, los niveles de HMMG procedentes de 
segmentos inoculados aumentaron de forma constante como respuesta al proceso de 
infecciôn. En el noveno dia se alcanzaron los niveles mas altos de las HMMG como 
consecuencia de un mayor tiempo de contacte entre los segmentos de cana de 
azùcar y la bacteria. La Fig. 56 muestra la variaciôn de la producciôn de las HMMG 
obtenida a lo largo de los 9 dias de tratam iento procedente de los jugos de cana de 
azùcar procedentes de los segmentos inoculados con la bacteria y de los segmentos 
sin inocular. La respuesta al proceso de infecciôn queda patente en esta grâfica, 
traduciéndose en que los niveles mas altos de las HMMG se obtienen en el ùltimo dia 
de tratam iento en los segmentos inoculados. Este proceso puede sin duda 
encuadrarse en una respuesta de defensa generalizada de las plantas frente a la 
invasiôn por patôgenos, como ha sido demostrado en diferentes ocasiones y para 
diferentes agentes infectantes, hongos (DeWitt, 1992), bacterias (Rao, 1995) o virus 
(Tavlodaraki et ai., 1993).
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Reacciones de defensa de este tipo en cana de azücar, envolviendo tanto 
HMMG como MMMG, habian sido previamente demostradas para la infecciôn por U. 
scitaminea (Millanes et ai., 2005), como para el virus del amarilleamiento foliar 
(Fontaniella et al., 2003 b). En la Fig. 57 queda reflejada la capacidad de la bacteria 
para producir un polisacarido con peso molecular superior al de las HMMG, 
identificado como xantano, procedente de los segmentos de cana de azùcar 
inoculados con la bacteria. La producciôn de este polisacarido se mantuvo constante 
durante los 9 dias que durô el experimento, con ligeras oscilaciones.
Estos hechos plantean conflictos de interpretaciôn de dificil soluciôn en los 
momentos actuales. Taies conflictos podnan resu mi rse de la manera siguiente:
1° Generalmente, las proteasas son una de las bases de la infectividad tanto 
bacteriana como fùngica (Ryan, 1990). El hecho de que inhibidores de las proteasas 
de Botrytis cinerea y Fusarium solani produzcan secundariamente inhibiciôn de la 
germinaciôn de las esporas y del crecimiento del tubo germinativo (Lorito et al.,
1994) es indicative de este aserto.
2° X. campestris también produce proteasas relacionadas con su capacidad 
infectiva (Roden et ai., 2004) y algo semejante sucede con X. fastidiosa (Leu y Su, 
1993). También en ambos casos se trata de proteasas segregables al exterior celular. 
X. campestris segrega dos proteasas la principal de las cuales résulta ser una serin 
proteasa (Kalashnikova et al., 2003). También se segrega n dos proteasas de X. 
fastidiosa, perteneciendo en este caso una a las serin proteasas y la segunda, al 
grupo de las metalo-prorteasas (Fedatto et ai., 2006). Sin embargo, taies proteasas 
no afectan la producciôn y secreciôn de xantanos en cultivo, al contrario de lo 
descrito en nuestros Resultados relativos a X. aibiiineans. Al no haberse detectado 
niveles altos de secreciôn de proteasas de X. albilineans a los medios de cultivo, es 
évidente que en ello debe radicar su acciôn sobre las proteinas citoplasmicas.
3° El hecho de que UDPG-dh de X. aibiiineans (O2/NADPH dependiente) sea 
diferente a las deshidrogenasas de otras bacterias (NAD+ dependientes), X. 
campestres incluida, podna estar relacionado con su susceptibilidad a las proteasas 
bacterianas, pero esta hipôtesis tendria que ser experimentalmente demostrada.
40 La dependencia de oxigeno impone el que la bacteria, dentro de la cana y 
produciendo activamente xantano, deba tener a su disposiciôn la cantidad de 
oxigeno suficiente para que la oxido-reductasa trabaje a una velocidad conveniente.
A la luz de los resultados obtenidos, estas cuestiones deberén ser 
consideradas como hipôtesis de trabajos expérimentales subsecuentes.
Para confirmar los resultados obtenidos hasta el momento, se procediô al 
analisis por Electroforesis Capilar con polaridad anodo-cétodo de las fracciones 
comprendidas entre los 58 mL y los 70 mL correspondientes a los polisacaridos con
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peso molecular superior al de las HMMG. La separaciôn de estas fracciones por 
Electroforesis Capilar revelô que las HMMG de la cana de azùcar procedentes del 
tratamiento control producen dos picos que absorben a 200 nm (Fig. 59 A) y al 
menos un pico que absorbe a 280 nm (Fig. 59 B), mientras que este ultimo pico, 
absorbiendo a 280 nm, no aparece después del analisis de segmentes inoculados con 
la bacteria (Fig. 60 A y B).
Teniendo en cuenta que la fructosa y el galactitol son los ùnicos componentes 
de la mitad polisacaridica de las HMMG como de las MMMG (Vicente et ai., 1991; 
Legaz et ai., 2005), polisacàridos caracteristicos producidos por las células de la cana 
de azùcar después de la infecciôn, mientras que UDP-GIcA es el monômero 
estructural caractenstico del xantano producido por la bacteria (Fontaniella ef ai., 
2002 b), la presencia de uno u otros en los hidrolizados de las diferentes fracciones 
obtenidas a partir de tejidos infectados podna ser suficiente para caracterizar el 
origen (bacteriano o de la planta) de la macromolécula hidrolizada.
Como se muestra en la Fig. 61 B, solo los polisacaridos obtenidos a partir de 
segmentes de cana de azùcar previamente inoculados con la bacteria X. albilineans 
liberan UDP-GIcA, asi como manosa, ademas de glucosa y glucosa 1-P (esta ùltima 
séria utilizada como donador de glucosa durante la producciôn de xantanos) después 
de su hidrôlisis acida, mientras que lo que se obtiene a partir de segmentes de cana 
de azùcar sin inocular parecen ser glucanos, ya que soiamente se obtiene la 
liberacion de glucosa del polimero (Fig. 61 A), no détectandose ni manosa ni UDP- 
GIcA. LIegados a este punto, se puede decir que la bacteria fitopatôgena X. 
albilineans, invade los tejidos de almacenamiento de la cana de azùcar y es capaz de 
producir xantano (constituido por un tetra mere basal formado por dos restes de 
glucosa, uno de manosa y uno de acide glucurônico, que se repite sucesivas veces 
para formar la macromolécula), que difiere en gran medida de la estructura de las 
glicoprotefnas producidas por la planta.
Esta capacidad de producir dichos xantanos requiere una previa inactivaciôn 
de las proteasas bacterianas Nevada a cabo por las glicoprotefnas de la cana tal y 
como se detalla en el apartado 5.3 de la Discusiôn. De esta forma, la enzima UDPG- 
dh estarfa activa y llevarfa a cabo la reacciôn que cataliza obteniéndose como 
producto el ya mencionado UDP-GIcA.
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5.5. ALTERACIONES EN EL PROCESO DE CRISTALIZACION  
DE LA SACAROSA ORIGINADAS POR EL XANTANO  
PRODUCIDO POR X. albilineans.
5.5.1 Concepto de cristalizaciôn y tipos de cristales.
El fenômeno de cristalizaciôn es aquel por el cual se sépara un componente de 
una disoluciôn liquida transfiriéndolo a la fase sôlida en forma de cristales que 
precipitan. Es una operaciôn necesaria para todo producto quimico que se présenta 
comercialmente en forma de polvos o cristales, ya sea el azùcar o sacarosa, la sal 
comùn 0 cloruro sôdico, u otros. Para poder ser transferido a la fase sôlida, es decir, 
cristalizar, un soluto cualquiera debe elim inar su calor latente o entalpia de fusiôn, 
por lo que el estado cristalino ademas de ser el mas puro, es el de menor nivel 
energético de los très estados fisicos de la materia, en el que las moléculas 
permanecen inmôviles unas respecte a otras, formando estructuras en el espacio, 
con la misma geometria, sin importar la dimensiôn del cristal.
5.5.1.1. Tipos de cristales
Un cristal puede ser definido como un sôlido compuesto de étomos dispuestos 
en orden, en un modelo de tipo repetitive. La distancia interatômica en un cristal de 
cualquier material definido es constante y es una caracteristica del material. Debido 
a que el patrôn o disposiciôn de los atomes es repetido en todas direcciones, existen 
restricciones definidas en el tipo de simetria que el cristal posee. La forma 
geométrica de los cristales es una de las caracteristicas de cada sal pura o 
compuesto quimico, por lo que la ciencia que estudia los cristales en general, la 
cristalografia, los ha clasificado en siete sistemas universales de cristalizaciôn:
Sistema Cùbico
Las sustancias que cristalizan bajo este sistema forman cristales de forma 
cùbica, los cuales se pueden définir como cuerpos en el espacio que manifiestan très 
ejes en angulo recto, con "segmentos", "latices", ô "aristas" de igual magnitud, que 
forma n seis caras o lados del cubo. A esta familia pertenecen los cristales de oro, 
plata, diamante, cloruro sôdico, etc.
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Sistema Tetragonal
Estos cristales forman cuerpos con très ejes en el espacio en angulo recto, 
con dos de sus segmentos de igual magnitud, hexaedros con cuatro caras iguales, 
representados por los cristales de oxido de esta no.
Sistema Ortorrômbico
Présenta n très ejes en angulo recto pero ninguno de sus lados o segmentos 
son iguales, formando hexaedros con très pares de caras iguales pero diferentes 
entre par y par, representados por los cristales de azufre, nitrato potasico, sulfato de 
bario, etc.
Sistema Monoclinico
Presentan très ejes en el espacio, pero solo dos en angulo recto, con ningûn 
segmento igual, como es el caso del borax y de la sacarosa.
Sistema Triclinico
Presentan très ejes en el espacio, ninguno en angulo recto, con ningûn 
segmento igual, formando cristales ahusados como agujas, como es el caso de la 
cafema.
Sistema Hexagonal
Presentan cuatro ejes en el espacio, très de los cuales son co-planares en 
angulo de 60°, formando un hexagono bencénico y el cuarto en angulo recto, como 
son los cristales de zinc, cuarzo, magnesio, cadmio, etc.
Sistema Romboédrico
Presentan très ejes de similar angulo entre si, pero ninguno es recto, y 
segmentos iguales, como son los cristales de arsénico, bismuto y carbonato de calcio 
y marmol.
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5.5 .2  Crecimiento, propiedades de los cristales y velocidad de
cristalizaciôn.
La cristalizaciôn a partir de una disoluciôn es un ejemplo de la creaciôn de una 
nueva fase dentro de una mezcla homogénea. El proceso tiene lugar en dos etapas. 
La primera de ellas consiste en la formaciôn del cristal y recibe el nombre de 
nucleaciôn. La segunda corresponde al crecimiento del cristal. El potencial impulser 
de ambas etapas es la sobresaturaciôn, de forma que ni la nucleaciôn ni el 
crecimiento tendran lugar en una disoluciôn saturada o insaturada. El fenômeno de 
la nucleaciôn se produce como consecuencia de rapidas fluctuaciones locales a escala 
molecular en una fase homogénea que esta en estado de equilibrio meta-estable. Los 
nucleos cristalinos se pueden forma r a partir de moléculas, atomos, o iones. En 
disoluciones acuosas pueden estar hidratados. Debido a sus rapidos movimientos, 
estas particulas reciben el nombre de unidades cinéticas. Gracias a fluctuaciones 
constantes, una unidad cinética individual pénétra con frecuencia en el campo de 
fuerza de otra y las dos particulas se unen momenténeamente; lo normal es que se 
separen inmediatamente, pero si se mantienen unidas, se pueden unir 
sucesivamente a ellas otras particulas. Las combinaciones de este tipo reciben el 
nombre de agregados.
La unidad de particulas, de una en una, a un agregado constituye una 
reacciôn en cadena que se puede considerar como una se rie de reacciones quimicas 
réversibles de acuerdo con el siguiente esquema:
A + 4 o 4
4 + A o 4
A,., + 4 o 4
donde Ai es la unidad cinética elemental, y el subindice représenta el numéro de 
unidades que forman el agregado. Cuando "m " es pequeho, un agregado no se 
comporta como una particula que forma una nueva fase con una identidad y limite 
definidos. Al aumentar "m ", el agregado se puede ya reconocer y recibe el nombre 
de embriôn. La inmensa mayoria de los embriones tienen una vida muy corta, 
rompiéndose para volver a forma r agregados o unidades individuales. Sin embargo, 
dependiendo de la sobresaturaciôn, algunos embriones crecen hasta un tamaho 
suficiente para alcanzar el equilibrio termodinamico con la soluciôn. En este caso el 
embriôn recibe el nombre de nucleo.
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El valor de "m " para un nucleo esta comprendido en el intervalo de unas 
pocas unidades a varies centenares. El valor de "m " para los nucleos de agua liquida 
es del orden de 80. Los nucleos se encuentran en equilibrio inestable: si pierden 
unidades se disuelven y si las ganan se transforman en un cristal. La secuencia de 
etapas en la formaciôn de un cristal es, por consiguiente
Agregado => embriôn =>nùcleo => cristal
La velocidad de crecimiento de un cristal es conocida como velocidad de 
cristalizaciôn. El crecimiento ocurre primero con la formaciôn del nucleo, y luego con 
su crecimiento graduai. El crecimiento del cristal es un proceso capa por capa y, ya 
que sôlo puede ocurrir en la cara del cristal, es necesario transportar material a dicha 
cara desde la soluciôn. Por consiguiente, debe considérarse la resistencia de difusiôn 
al desplazamiento de las moléculas (o iones) hacia la cara creciente del cristal y la 
resistencia a la integraciôn de estas moléculas a la cara (Martel, 2001; Blanshard et 
a i,  1991, Hynes y LePage, 1991; Beevers, 1952) como limitantes del proceso de 
crecimiento. Atendiendo a estos conceptos teôricos relacionados con el fenômeno de 
la cristalizaciôn, en esta ultima fase del présente trabajo se ha estudiado las posibles 
alteraciones producidas en el patrôn de cristalizaciôn de la sacarosa en presencia del 
xantano segregado por X. albilineans. El patrôn de cristalizaciôn de la sacarosa 
comienza por la formaciôn de cristales irregulares en forma de prisma creciendo en 
sus superficies latérales (Fig. 6 7 ).
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Figura 67: Modelo de un cristal de sacarosa. Experimentos de rayos X 
y de difracciôn de neutrones revelan que la sacarosa cristaliza en el 
espacio con unas unidades de dimension celular a= 1 0 ,8 6 3 1  A, 
b = 8 ,7044  A, c= 7 ,7 6 2 4  A, y un angulo monoclinico, p = 102 ,938°.
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Estos cristales se van agregando mediante pequehas superficies anexas para 
producir cristales en forma de estrella. Se ha descrito que ciertos tipos de 
polisacaridos, principalmente heterofructanos producidos por la propia cana de 
azücar, son capaces de modificar la secuencia de cristalizaciôn de la sacarosa, 
producto de interés comercial primario de este cultivo. La presencia de las 
glicoprotefnas HMMG y MMMG, uniéndose a las caras inferiores de los cristales en 
forma de prisma, impiden la formaciôn de complejos estrellados. El incremento en la 
sfntesis de las estas glicoprotefnas asf como la elevada actividad detectada, puede 
interpréta rse como mecanismo de respuesta f  rente a la entrada de! patôgeno (de 
Armas et al., 1992 b; Vicente et al., 2000, Fontaniella et al., 2003 a).
Si el xantano sintetizado por la bacteria invade el tejido parenquimatoso del 
huésped en la fase avanzada de la enfermedad, la obtenciôn de los jugos para su 
utilizaciôn industrial en la producciôn de azùcar mezclarfa la propia sacarosa con las 
glicoprotefnas de cana y con la goma bacteriana, lo cual puede modificar la conducta 
de cristalizaciôn del producto.
En una primera aproximaciôn, se realizô una medida de sôlidos solubles a 
partir de jugos de cana de azücar procedentes de los entrenudos 1 y 2 de tallos 
inoculados y sin inocular con la bacteria. Dichas medidas se compararon con las 
obtenidas a partir de concentraciones de sacarosa conocidas (Tabla X I y Fig.62 ). 
Atendiendo a los resultados obtenidos, en donde los valores de sôlidos solubles 
procedentes de ios entrenudos de plantas sin inocular son iguales o superiores a los 
procedentes de entrenudos de plantas inoculadas, se podrfa pensar que el proceso 
de inoculaciôn con la bacteria, afecte en cierta medida a la cuantificaciôn de dichos 
sôlidos solubles.
Se procediô a la cristalizaciôn semi-industrial de la sacarosa a partir de jugos 
de planta sana (exenta de xantanos) y de planta enferma (conteniendo xantanos) 
pasadas 6 y 24 h (Fig. 6 3 ). De la observaciôn microscôpica del proceso se observan 
notables diferencias en el patrôn de cristalizaciôn obtenido en jugos producidos tras 
el tratam iento de inoculaciôn frente a los obtenidos del tratamiento control.
La cristalizaciôn inicial de la sacarosa procedente de jugo de cana de azùcar 
inoculado con la bacteria, pasadas 6 h, disminuye drasticamente en comparaciôn con 
el tratamiento control (Fig. 63 A y B). El proceso de cristalizaciôn total de la 
sacarosa transcurridas 24 h difiere en gran medida en ios tratamientos de 
inoculaciôn. En ellos, la formaciôn de cristales es reducida y estos complejos aunque 
tratan de mantener la forma de estrella, presentan nùcleos amorfos, poco definidos y 
en algunos casos el proceso de agregaciôn es practicamente nulo (Fig. 63 C y D).
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LIegados a este punto, a partir de disoluciones saturadas de sacarosa pura se 
le adicionaron o no, xantanos previamente purificados obtenidos a partir de plantas 
de cana de azùcar enfermas, tal y como se explica en el apartado 3.11.5. de Material 
y Métodos. De esta forma, se pudo llevar a cabo una simulaciôn in vitro  del efecto 
producido por estos polisacaridos bacterianos en el proceso de cristalizaciôn de la 
sacarosa cuando ambos compuestos se mezclan en jugos de cana de azùcar 
infectados (Fig. 6 5 ).
Mediante este procedimiento se ha podido comprobar que la presencia de 
xantanos en los medios de cristalizaciôn disminuye la producciôn de cristales de 
sacarosa y aquellos que se producen no llegan a fa ses avanzadas de complejidad 
estructural (agregados de cristales en forma de estrella) e incluso a parecen 
deformados. Esta inhibiciôn de la cristalizaciôn es posibie por la adhesiôn de las 
moléculas de polisacàrido a los puntos de contacte entre cristales en las bases y en 
las caras latérales del prisma, desplazando las moléculas de agua que los impregnan 
como medio que propicia el contacte.
Sin embargo el proceso de cristalizaciôn de la sacarosa en los tratamientos 
control sin la adiciôn del xantano muestra un comportamiento totalmente diferente 
tante a las 4, 6 y 24 h que durô el experimento.
En etapas tempranas del proceso (4-6 h) se producen formaciones de 
cristales irregu lares con forma de prisma que van creciendo y agregéndose con los 
mas prôximos (Fig. 66 A y B), llegandose a obtener auténticos cristales estrellados 
cuando el proceso de cristalizaciôn ha side completado (estimado a las 24 h) tal y 
como queda reflejado en la Fig. 66 C (Blanch et al., 2006).
Atendiendo a los resultados obtenidos, se puede afirmar que el proceso de 
inoculaciôn con la bacteria X. albilineans trae consigo la sfntesis de xantanos que, al 
interferir con la sacarosa présente en el jugo de cana, alteran en gran medida el 
patrôn de cristalizaciôn de la misma. A esto hay que afiadir que la presencia de la 
bacteria trae consigo un aumento en la sfntesis de ias glicoprotefnas sintetizadas por 
la propia planta (como sistema de respuesta a la entrada del patôgeno) y esto a su 
vez genera nuevas interferencias en la cristalizaciôn de la sacarosa traduciéndose en 
una disminuciôn en la formaciôn de cristales y en el caso de que éstos lleguen a 
formarse, su estructura esta notablemente modificada con cristales estrellados pero 
erosionados y partidos, cosa que no ocurre en condiciones normales, donde se 
alcanza un grado de cristalizaciôn compléta, propia de un sistema monocifnico.
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Conclusiones
1. Del proceso de puriflcacion y caracterizacion de la enzima UDPG-dh 
procedente de X. albilineans se han obtenido conclusiones relevantes.
/  Dicha enzima cataliza una reacciôn redox (diferente a la Nevada a 
cabo por otras UDPG-deshidrogenasas procedentes de otros organismos), usando en 
este caso UDPG como substrato, NADPH como cofactor y oxigeno molecular para la 
oxidaciôn del NADPH.
/  Su sensibilidad a la acciôn de las proteasas bacterianas hace 
necesario incluir en las mezclas de reacciôn un cocktail de inhibidores de proteasas 
para poder detecta r una correcta actividad enzimatica.
/  Del proceso de purificaciôn de UDPG-dh mediante la técnica de 
Electroforesis Capilar se ha obtenido un unico pico con un tiempo de migraciôn de 
32,44 min. Esta enzima se comporta como una proteina aniônica y su pl es de 8,98.
/  Su peso molecular ha sido estimado en 14,10 KDa, relativamente 
bajo si se compara con el obtenido para otras deshidrogenasas procedentes de otras 
fuentes.
v' Sus constantes cinéticas también difieren de las obtenidas para la 
misma enzima pero procedente de otros seres vivos. El valor de Km para UDPG 
(substrato de la enzima), ha sido de 0,87 mM. Se comporta como una enzima 
alostérica frente a NADPH, con un coeficiente de interacciôn de 3,0. Para 
concentraciones de NADPH superiores a 0,22 mM, la enzima queda inhibida.
/  El pH ôptimo de esta UDPG-dh de X. albilineans ha sido de 6,8 y su 
temperature ôptima es de 37°C. Dichos valores vuelven a diferir de los obtenidos 
para deshidrogenadas procedentes de otras fuentes.
/  La secuencia del extreme N-terminal de UDPG-dh de X. albilineans 
ha sido determinada como I  (Isoleucina), Q (Glutamina), P (Prolina), Y (Tirosina), N 
(Asparagina), H (Histidina). Mientras que la metionina es el aminoacido N-terminal 
de la mayoria de las deshidrogenasas conocidas, en el caso de UDPG-dh de X. 
albilineans es la Isoleucina.
2. Las glicoproteinas HMMG y MMMG procedentes de la cana de azùcar 
muestra n tener un papel inhibitorio frente a las proteasas sintetizadas por X. 
albilineans. A diferencia de las proteasas sintetizadas por X. campestris o X. 
fastidiosa, las proteasas de X. albilineans no son segregables al exterior celular, de 
ahi su acciôn sobre las proteinas citoplasmicas.
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Las glicoprotefnas HMMG y MMMG se sintetizan después de que las canas 
sufran un daho mecénico o la invasion de un patôgeno, como es el caso de X. 
albilineans. LIevada a cabo la inhibiciôn de las proteasas bacterianas, es entonces 
cuando la actividad de la enzima UDPG-dh es convenientemente detectable. Por 
tanto, la susceptibilidad de la planta a la infecciôn depende de la capacidad de la 
misma para producir dichas glicoprotefnas, capaces de inhibir a las proteasas 
bacterianas.
Ademas, UDPG-dh ha mostrado tener un comportamiento diferente al 
esperado cuando se han utilizado inhibidores especfficos frente a su actividad, como 
es el caso de la piperina, permaneciendo inalterada dicha actividad en presencia del 
inhibidor.
3. Xanthomonas albilineans es capaz de sintetizar un xantano el cual esta 
estrechamente vinculado con la patogenicidad de la bacteria. Para poder llevar a 
cabo la sfntesis de este exopolisacarido, es necesario que la enzima UDPG-dh esté 
activa, ya que es la responsable de catalizar la reacciôn enzimatica en la que se 
obtiene como producto ei UDP-GIcA (monômero estructural de la molécula del 
xantano producido por X. albilineans). El xantano solo se produce cuando las 
proteasas bacterianas han sido previamente inhibidas. Por elio, X. albilineans no 
produce xantano en cultivo, aunque sf lo produce en el tejido infectado de cana.
4. Los componentes estructurales de la molécula del xantano, han sido 
analizados mediante Electroforesis Capilar, concluyéndose que esta formado por un 
tetramero basai compuesto por dos restos de glucosa, uno de manosa y uno de acido 
glucurônico, que se repite sucesivas veces para forma r la macromolécula.
5. El proceso de inoculaciôn de tallos de cana de azücar con X. albilineans 
trae consigo la sfntesis de xantanos que interfieren con la sacarosa présente en los 
jugos de cana, alterando en gran medida el patrôn de cristalizaciôn de la misma. 
Ademas, la presencia de la bacteria, desencadena un incremento en la sfntesis de las 
glicoprotefnas de la cana de azücar como sistema de defensa frente a la entrada del 
patôgeno y esto genera nuevas interferencias en el proceso de cristalizaciôn de la 
sacarosa traduciéndose en una disminuciôn en la formaciôn de cristales y en ei caso 
de que lleguen a formarse, su estructura esta notablemente modificada con cristales 
estrellados pero erosionados y partidos, cosa que no ocurre en condiciones normales, 
donde se alcanza un grado de cristalizaciôn compléta, propia de un sistema 
monocfnico.
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